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Essigsäurebakterien sind obligat aerobe, Gram-negative Stäbchenbakterien, die sich durch die 
Eigenschaft auszeichnen, eine Vielzahl von Zuckern, Alkoholen und Polyolen unvollständig 
zu oxidieren (De Ley et al., 1984). Gemeinsam ist den meisten Mitgliedern dieser Familie die 
Fähigkeit, Ethanol zu Essigsäure umzusetzen und die damit verbundene hohe Toleranz 
gegenüber Essigsäure und niedrigen pH-Werten (Cleenwerck & De Vos, 2008). Die Familie 
Acetobacteraceae gehört zur Klasse der α-Proteobakterien und umfasst aktuell 32 Gattungen 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi, 7.1.2014). Für die 
Biotechnologie bedeutend sind überwiegend Vertreter der Gattungen Acetobacter, 
Gluconacetobacter und Gluconobacter (Raspor & Goranovič, 2008). Während in der 
klassischen Herstellung von Speiseessig überwiegend Acetobacter-Stämme und einige 
Gluconacetobacter-Stämme verwendet werden (Gullo et al., 2006; Yamada, 2000), werden 
Gluconobacter-Stämme häufiger zur Oxidation von Zuckern bei der Herstellung von 
Feinchemikalien wie z. B. Glukonat eingesetzt (Gupta et al., 2001). Entscheidend ist, dass die 
Umsetzung von Substraten durch Essigsäurebakterien nicht nur schnell und fast quantitativ, 
sondern auch stereo- und regiospezifisch erfolgt. Deshalb werden Essigsäurebakterien in 
biotechnologischen Prozessen besonders für Schritte eingesetzt, die durch klassische 
organische Chemie nur schwer durchzuführen sind (Deppenmeier et al., 2002; Gupta et al., 
2001). 
 
Eine Schlüsselrolle spielen membrangebundene Dehydrogenasen (Pronk et al., 1989), deren 
aktive Zentren zum Periplasma orientiert sind. Ihre Substrate werden direkt im 
periplasmatischen Raum oxidiert und die entstandenen Aldehyde, Ketone und organischen 
Säuren über Porine in das Medium abgegeben (Deppenmeier & Ehrenreich, 2009). Die 
Substrate der löslichen, cytoplasmatischen Dehydrogenasen müssen dagegen in die Zellen 
aufgenommen werden, wo Intermediate phosphoryliert und weiter metabolisiert werden 
(Deppenmeier et al., 2002). Die cytoplasmatischen Dehydrogenasen tragen zur Synthese von 
biosynthetischen Vorläufern bei und sichern das Überleben der Zellen in der stationären 
Wachstumsphase (Matsushita et al., 1994). Im Folgenden werden die Physiologie und 
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biotechnologischen Anwendungen der in dieser Arbeit verwendeten Essigsäurebakterien 
Gluconobacter oxydans und Gluconacetobacter diazotrophicus genauer betrachtet.  
 
 
1.2 Biotechnologische Anwendungen und Physiologie von 
Gluconobacter oxydans 
 
Gluconobacter oxydans ist sehr gut an das Wachstum in hoch konzentrierten Zuckerlösungen 
(z. B. bis zu 30 % Glukose) und an niedrige pH-Werte angepasst (Sievers & Swings, 2005), 
denn seine natürlichen Habitate sind Blüten und Früchte (Gupta et al., 2001). Daneben kann 
G. oxydans durch die Bildung von Fremdaromen die Ungenießbarkeit von Getränken wie 
Bier, Wein und Limonade verursachen (Battey & Schaffner, 2001). Da bei G. oxydans hohe 
Oxidationsraten mit einer niedrigen Produktion von Biomasse korrelieren, ist der Organismus 
sehr gut für Anwendungen in der Biotechnologie geeignet (Deppenmeier et al., 2002; Olijve 
& Kok, 1979). Unter anderem wird G. oxydans zur Oxidation von 1-Amino-1-Deoxy-D-
Sorbitol zu 6-Amino-6-Deoxy-L-Sorbose in der Produktion des Diabetes-Medikaments 
Miglitol (Schedel, 2000), zur Oxidation von D-Sorbitol zu L-Sorbose in der Vitamin C-
Produktion (Adachi et al., 2003; Reichstein & Grüssner, 1934) und zur Umsetzung von 
Glycerol zu Dihydroxyaceton, das z. B. Bestandteil von Selbstbräunern ist (Claret et al., 
1994; Deppenmeier et al., 2002), eingesetzt. Des Weiteren wird G. oxydans zur Herstellung 
von aliphatischen, aromatischen und Thiocarbonsäuren verwendet, die als Geruchs- und 
Geschmacksstoffe dienen (Rabenhorst et al., 2001). Außerdem finden Enzyme oder ganze 
Zellen von G. oxydans Verwendung als biologische Elemente in Sensorsystemen zur 
Detektion von Alkoholen, Zuckern und Polyolen (Macauley et al., 2001).  
 
Das Genom von G. oxydans 621H wurde vollständig sequenziert und neben dem 2.702.173 
bp umfassenden Chromosom wurden fünf Plasmide mit Größen zwischen 2,7 und 163,1 kb 
identifiziert (Prust et al., 2005). Im Gegensatz zu anderen Essigsäurebakterien tritt bei der 
Gattung Gluconobacter kein anaplerotischer Glyoxylatzyklus auf und der Citratzyklus ist 
aufgrund einer fehlenden Succinat-Dehydrogenase unvollständig (Greenfield & Claus, 1972; 
Prust et al., 2005). Deshalb sind Arten der Gluconobacter nicht befähigt, Acetat oder Laktat 
vollständig zu Kohlenstoffdioxid umzusetzen (De Ley et al., 1984). Außerdem fehlt 
G. oxydans ein Gen, das für die 6-Phospho-Fruktokinase kodiert, so dass auch der Embden-
Meyerhof-Parnas-Weg nicht funktional ist (Prust et al., 2005). Zucker können im Cytoplasma 
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unphosphoryliert durch die löslichen Dehydrogenasen zu Zuckersäuren oder 
Ketozuckersäuren oxidiert, oder nach Phosphorylierung über den Pentosephosphatweg oder 
Entner-Doudoroff-Weg katobolisiert werden (Richhardt et al., 2013b). Der größte Teil der 
Zucker und Zuckeralkohole wird jedoch direkt im Periplasma durch die membrangebundenen 
Dehydrogenasen oxidiert. Dabei werden die Elektronen über Ubichinon vom Q10-Typ 
(Yamada et al., 1997) an die Atmungskette abgegeben und am Ende über eine Protonen-
pumpende bo3-Typ Chinoloxidase auf den Endakzeptor Sauerstoff übertragen (Matsushita et 
al., 1987a). Der Protonengradient wird durch Komplex V der Atmungskette, eine F1Fo-Typ 
ATP-Synthase, zur Generierung von ATP genutzt (Prust et al., 2005). Neben der bo3-Typ 
Chinoloxidase besitzt G. oxydans auch eine Zyanid-unempfindliche Chinoloxidase vom 
bd-Typ, die nur bei niedrigen pH-Werten produziert wird und keine Protonen transloziert 
(Ameyama et al., 1987; Matsushita et al., 1989a). Anstatt einer Protonen-pumpenden 
NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase (Komplex I) weist G. oxydans eine aus einer einzelnen 
Untereinheit bestehende Typ-II NADH-Dehydrogenase auf, die keine Protonen transloziert 
(Prust et al., 2005). Gene, die Cytochrom c und eine Ubichinol-Cytochrom-c-Oxidoreduktase 
(bc1-Komplex) kodieren, sind vorhanden, wobei die Funktion des Komplexes unklar ist, da 
keine Gene gefunden wurden, die für eine Cytochrom-c-Oxidase (Komplex IV) kodieren 
(Prust et al., 2005). Reduziertes Cytochrom c kann somit nicht wieder oxidiert werden 
(Deppenmeier & Ehrenreich, 2009).  
 
 
1.3 Anwendung und Physiologie von Gluconacetobacter 
diazotrophicus 
 
Gluconacetobacter diazotrophicus ist ein Stickstoff-fixierender Endophyt, der erstmals aus 
Zuckerrohr isoliert wurde und ohne der Pflanze zu schaden im interzellularen Raum der 
Wurzeln, Stängel und Blätter lebt (Cavalcante & Dobereiner, 1988; James et al., 1994). Das 
Genom von Ga. diazotrophicus Pal5 wurde sequenziert und besteht aus einem 3,9 Mb großen 
Chromosom sowie zwei Plasmiden mit Größen von 16,6 und 38,8 kb (Bertalan et al., 2009). 
Neben der Fähigkeit zur Fixierung von molekularem Stickstoff besitzt Ga. diazotrophicus 
weitere Eigenschaften, die das Wachstum der Pflanzen unterstützen (Sevilla et al., 2001). So 
produziert dieser Organismus Pflanzenhormone (Bastián et al., 1998; Fuentes-Ramirez et al., 
1993) und Bacteriocin, das das Wachstum des Zuckerrohr-pathogenen Bakteriums 
Xanthomonas albilineans inhibiert (Blanco et al., 2005; Piñón et al., 2002). Außerdem fördert 
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Ga. diazotrophicus die Löslichkeit von Phosphat und Zink-Ionen (Maheshkumar et al., 1999; 
Saravanan et al., 2007). Aufgrund dieser besonderen Eigenschaften ist Ga. diazotrophicus 
sehr interessant für biotechnologische Anwendungen und könnte z. B. zu einer Verbesserung 
des Ertrags in der Zuckerrohr-Produktion beitragen (Bertalan et al., 2009). Ähnlich wie 
G. oxydans ist auch Ga. diazotrophicus an das Wachstum bei hohen Zuckerkonzentrationen, 
z. B. bis zu 30 % Saccharose (Li & Macrae, 1991), angepasst und besitzt eine sehr hohe 
Toleranz gegenüber niedrigen pH-Werten und organischen Säuren. Ga. diazotrophicus kann 
Stickstoff bis zu einem pH-Wert von 2,5 fixieren (Tejera et al., 2003) und die Glukose-
Oxidation ist noch weniger empfindlich gegenüber niedrigen pH-Werten als bei G. oxydans 
(Attwood et al., 1991). Durch einen speziellen Citratzyklus, der auch bei Acetobacter aceti 
auftritt und eine wichtige Rolle bei der Resistenz gegenüber Essigsäure spielt (Mullins et al., 
2008), ist der Organismus in der Lage, Acetat oder Laktat vollständig zu Kohlenstoffdioxid 
umzusetzen (Bertalan et al., 2009). In dem ungewöhnlichen Citratzyklus wird die 
Succinyl-CoA-Synthetase durch eine Succinyl-CoA-Acetat-CoA-Transferase ersetzt, die 
Succinyl-CoA und Acetat zu Succinat und Acetyl-CoA umsetzt. Zucker wie Glukose werden 
primär im Periplasma von Ga. diazotrophicus durch membrangebundene Dehydrogenasen 
oxidiert (Attwood et al., 1991). Nach dem Transport in die Zelle und der Phosphorylierung 
wird entstandenes Glukonat weiter über den Pentosephosphatweg abgebaut (Luna et al., 2000, 
2006). Im ersten Schritt gelangen die Elektronen wie bei G. oxydans über Ubichinon vom Typ 
Q10 in die Atmungskette (Yamada et al., 1997). Als Endoxidasen sind bei Ga. diazotrophicus 
eine Zyanid-sensitive Cytochrom-bb-Chinoloxidase und eine Zyanid-resistente 
Cytochrom-ba-Chinoloxidase vertreten (González et al., 2006). Anders als G. oxydans besitzt 
Ga. diazotrophicus eine Protonen-pumpende NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase vom Typ I 
(Bertalan et al., 2009; González et al., 2006).  
 
 
1.4 Expressionssysteme für Essigsäurebakterien  
 
Anhand von Genomanalysen wurden für G. oxydans und Ga. diazotrophicus einige bisher 
nicht-charakterisierte, membrangebundene Dehydrogenasen vorhergesagt, die ein großes 
Potential für biotechnologische Anwendungen haben könnten. Durch geeignete molekulare 
Werkzeuge könnte die Charakterisierung dieser Proteine vorangetrieben werden. In der 
Vergangenheit wurden diverse lösliche Enzyme heterolog in Escherichia coli überproduziert 
(Chen et al., 2010; Cheng et al., 2005; Menéndez et al., 2002; Saichana et al., 2007; 
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Schweiger et al., 2007, 2008, 2010). Doch besonders bei Membranproteinen ist die homologe 
Produktion von Vorteil, da so die funktionale Integration des Proteins in die Membran besser 
gewährleistet werden kann. Die heterologe Produktion von Membranproteinen in E. coli hat 
häufig toxische Effekte, was zur Bildung von Einschlusskörperchen und niedrigen 
Wachstumsraten führt. Außerdem synthetisieren G. oxydans und Ga. diazotrophicus, im 
Gegensatz zu E. coli (Matsushita et al., 1997), den für viele membrangebundene 
Dehydrogenasen wichtigen Cofaktor PQQ (Felder et al., 2000; Gómez-Manzo et al., 2008). 
Momentan existieren verschiedenste Plasmide, die zur Genexpression in Essigsäurebakterien 
eingesetzt werden (Condon et al., 1991; Fukaya et al., 1985a, b; Merfort et al., 2006a, b; 
Okumura et al., 1985; Saito et al., 1997; Schleyer et al., 2008; Shinjoh & Hoshino, 1995; 
Tonouchi et al., 2003, 1994; Trček et al., 2000; Zhang et al., 2010). Der Nutzen dieser 
Plasmide ist jedoch häufig beschränkt. Mit der Entwicklung der auf dem Vektor 
pBBR1MCS-2 (Kovach et al., 1995) basierenden Expressionsvektoren pBBR1p264 und 
pBBR1p452, die einen konstitutiven starken bzw. moderaten Promotor tragen, wurde bereits 
ein wichtiger Schritt zur Verbesserung der Expressionssysteme für G. oxydans gemacht 
(Kallnik et al., 2010). Durch die Wahl des Promotors kann hier bestimmt werden, wie stark 
ein in die Vektoren eingebrachtes Gen exprimiert wird. Während sich ein starker Promotor 
vor allem für die Überproduktion löslicher Proteine eignet, ist ein moderater Promotor meist 
besser für die oft schwierige Überproduktion von Membranproteinen geeignet. 
 
 
1.5 Zielsetzung der Arbeit 
 
Verschiedene membrangebundene Dehydrogenasen, wie z. B. die Aldehyd-Dehydrogenase 
(Adachi et al., 1980) und die Arabitol-/Sorbitol-/Glycerol-Dehydrogenase (Adachi et al., 
2001; Matsushita et al., 2003) aus G. oxydans sowie die Alkohol-Dehydrogenase (Gómez-
Manzo et al., 2008) und die Aldehyd-Dehydrogenase (Gómez-Manzo et al., 2010a) aus 
Ga. diazotrophicus wurden bereits aus Membranen aufgereinigt und charakterisiert. Die 
bisher beschriebenen Verfahren zur Aufreinigung von Membranproteinen sind jedoch 
aufwändig und zeitintensiv. Deshalb sollte in dieser Arbeit, aufbauend auf den für G. oxydans 
zur Verfügung stehenden Expressionsvektoren pBBR1p264 und pBBR1p452, ein System zur 
Überproduktion und Aufreinigung von Membranproteinen aus Essigsäurebakterien entwickelt 
werden. Die Aufreinigung der überproduzierten Proteine sollte dabei über einen Affinitätstag 
erfolgen. Wichtig war in diesem Zusammenhang, dass die Affinitätschromatographie auch bei 
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dem Einsatz von Detergenzien möglich sein sollte, die zur Solubilisierung der 
Membranproteine verwendet werden müssen. Zunächst sollte anhand eines löslichen Proteins 
aus G. oxydans, Gox1801, gezeigt werden, dass die Überproduktion und Aufreinigung unter 
Verwendung des modifizierten Expressionssystems möglich ist. Im Anschluss sollte die 
Funktion des gereinigten, bisher nicht-charakterisierten Enzyms untersucht werden. Als 
Modellprotein zur homologen Produktion von Membranproteinen wurde die 
membrangebundene, PQQ-abhängige Glukose-Dehydrogenase (mGDH) aus G. oxydans 
eingesetzt. Dieses Protein ist das Schlüsselenzym im oxidativen Metabolismus von 
G. oxydans und katalysiert die Oxidation von Glukose zu δ-Glukonolakton, das dann 
chemisch oder enzymatisch zu Glukonat hydrolysiert wird (Matsushita et al., 1994). Das 
entsprechende Enzym aus G. suboxydans wurde zuvor bereits über konventionelle 
Säulenchromatographie aufgereinigt und charakterisiert (Ameyama et al., 1981). Neben der 
Aufreinigung des aktiven Enzyms unter Verwendung eines Affinitätstags sollten die 
Auswirkungen der mGDH-Überproduktion auf die Atmungskette von G. oxydans untersucht 
werden. Nach erfolgreicher Überproduktion und Aufreinigung des Modell-Membranproteins 
sollte das Expressionssystem zur Charakterisierung der putativen membrangebundenen 
Dehydrogenase Gox1857 eingesetzt werden. Dieses Enzym aus G. oxydans wurde anhand 
von Deletionsmutanten als Inositol-Dehydrogenase beschrieben (Hölscher et al., 2007). 
Patente geben jedoch Hinweise darauf, dass es sich bei dem Enzym um eine L-Sorboson-
Dehydrogenase handelt, die L-Sorboson direkt zu L-Ascorbinsäure umsetzen kann (Berry et 
al., 2010, 2012; Beuzelin-Ollivier et al., 2012). Andere L-Sorboson-Dehydrogenasen setzen 
L-Sorboson zu 2-Keto-L-Gulonsäure um, aus der chemisch L-Ascorbinsäure hergestellt wird 
(Saito et al., 1997). Ein Enzym, das die direkte Umsetzung von L-Sorboson zu 
L-Ascorbinsäure katalysiert, wäre dementsprechend von großer biotechnologischer 
Bedeutung, da so ein Schritt in der Synthese von Vitamin C eingespart werden könnte. Eine 
Charakterisierung des gereinigten Enzyms Gox1857 könnte in dieser Arbeit Aufschluss über 
die tatsächliche Funktion liefern. Um die Anwendung des für G. oxydans entwickelten 
Systems zur Überproduktion und Aufreinigung von Membranproteinen auf andere 
Essigsäurebakterien zu übertragen, sollte außerdem eine putative membrangebundene 
L-Sorboson-Dehydrogenase aus Ga. diazotrophicus homolog überproduziert werden. 
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2 Material und Methoden 
 
2.1 Chemikalien, Reagenzien und Enzyme 
 
Alle Chemikalien und Reagenzien wurden, soweit nicht anders angegeben, von den Firmen 
Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland), Sigma-Aldrich (München, Deutschland), Fluka 
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland), Serva (Heidelberg, Deutschland), VWR 
(Darmstadt, Deutschland) oder Merck (Darmstadt, Deutschland) bezogen. 
Succinat-Semialdehyd war von Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, Deutschland). 
 
Enzyme wie Restriktionsendonukleasen, alkalische Phosphatase, T4 DNA-Ligase, DNase I, 
Taq DNA-Polymerase, Phusion DNA-Polymerase und PCR-Reagenzien wurden von Thermo 
Scientific (Schwerte, Deutschland) bezogen.  
 
2.1.1 Herstellung von γ-Hydroxybutyrat 
Geringe Mengen (< 1 g) Natrium-γ-Hydroxybutyrat wurden durch alkalische Hydrolyse von 
γ-Butyrolacton nach Marvel & Birkhimer (1929) synthetisiert und das Produkt durch 
Kernspinresonanzspektroskopie (Instrument: Bruker Avance DPX 300, Lösungsmittel: 
MeOD4) überprüft: 
 






13C NMR (75 MHz, MeOD4, RT) δ 182,7 (Cq), 63,2 (CH2), 35,9 (CH2), 30,4 (CH2) 
 
Zum Vergleich wurde auch eine Analyse des Ausgangsstoffs γ-Butyrolacton durch 
Kernspinresonanzspektroskopie (Instrument: Bruker Avance DPX 400 bzw. DPX 300, 
Lösungsmittel: MeOD4) durchgeführt:  
 
1H NMR (400 MHz, MeOD4, RT) δ 4,35 (2H, t, J = 7,07), 2,49 (2H, t, J = 8,17), 2,25 (2H, m) 
13C NMR (75 MHz, MeOD4, RT) δ 180,7 (Cq), 70,2 (CH2), 28,6 (CH2), 23,1 (CH2) 
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Die Synthese von γ-Hydroxybutyrat wurde durch die Kernspinresonanzspektroskopie 
validiert. Die ermittelten Daten für γ-Hydroxybutyrat stimmten mit Werten aus der Literatur 
überein (Smeenk et al., 2012) und die Verschiebungen im 1H-Spektrum von 
γ-Hydroxybutyrat und γ-Butyrolacton waren fast identisch mit denen, die von Del Signore et 
al. (2005) für diese Substanzen gezeigt wurden.  
 
 
2.2 Mikrobiologische Methoden 
 
2.2.1 Organismen, Medien und Kulturbedingungen 
2.2.1.1 Organismen 
In dieser Arbeit wurden die in Tabelle 1 beschriebenen Stämme Gluconobacter oxydans 
621H, Gluconobacter oxydans ∆hsdR, Gluconacetobacter diazotrophicus, Escherichia coli 
DH5α und Escherichia coli NEB 5-alpha verwendet.  
 
Tabelle 1: Verwendete Organismen 
Stamm Beschreibung Quelle 
Gluconobacter oxydans 
621H (DSM 2343) 




∆hsdR Derivat von G. oxydans 621H 








Wildtyp, CefR Gillis et al. (1989) 
Escherichia coli DH5α 
(DSM 6897) 
 
F-, supE44, ∆(lacZYA-argF)U169, 
φ80d, lacZ∆M15, endA1, hsdR17 (rk- 
mk+), thi-1, λ-, recA1, gyrA96, relA1 
Hanahan (1983) 
Escherichia coli NEB 
5-alpha 
Derivat von E. coli DH5α 
 fhuA2 ∆(argF-lacZ)U169 phoA 
glnV44 φ80∆(lacZ)M15 gyrA96 
recA1 relA1 endA1 thi-1 hsdR17 
New England Biolabs, 
Frankfurt am Main, 
Deutschland 
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2.2.1.2 Medien und Kulturbedingungen 
Alle aufgeführten Medien wurden zur Sterilisation für 20 Minuten bei 121°C autoklaviert. Für 
die Herstellung von Agarplatten wurden vor dem Autoklavieren 1,5 % (w/v) Agar zu dem 
jeweiligen Medium gegeben.  
 
G. oxydans und Ga. diazotrophicus wurden aerob in Hefe-Mannitol-Medium (YM) bei 30 °C 
und 150 - 200 Upm angezogen. Zur Vermeidung von Kontaminationen wurde dem Medium 
Cefoxitin in einer Endkonzentration von 50 µg/mL zugegeben. Je nach Volumen erfolgte die 
Kultivierung in 50 mL Kunststoffröhrchen oder in Schikanekolben.  
 
YM-Medium (Hefe-Mannitol-Medium) 
Hefeextrakt 6,0 g 
Mannitol 20,0 g 
dH2O auf 1000 mL 
 




Hefeextrakt 6,0 g 
D-Glukose 20,0 g 
dH2O auf 1000 mL 
 
E. coli wurde in LB-Medium (Lysogeny Broth) (Miller, 1972) angezogen und aerob bei 37 °C 
und 150 - 200 Upm inkubiert.  
 
LB-Medium (Lysogeny Broth)  
Trypton 10,0 g 
Hefeextrakt 5,0 g 
NaCl 10,0 g 
dH2O auf 1000 mL 
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Zur Selektion und Erhaltung von Plasmiden in G. oxydans, Ga. diazotrophicus and E. coli 




Für Stammkulturen von G. oxydans und Ga. diazotrophicus wurden 100 µL steriles 
Dimethylsulfoxid (DMSO) zu 900 µL einer Übernachtkultur gegeben und bei – 70 °C 
gelagert. Stammkulturen von E. coli wurden durch Zugabe von 300 µL sterilem 87 % 
Glycerol zu 600 µL einer Übernachtkultur angelegt und ebenfalls bei – 70 °C gelagert.  
 
2.2.3 Bestimmung von Wachstum und Wachstumsparametern 
Das Wachstum von Bakterienkulturen wurde photometrisch durch Messung der optischen 
Dichte bei 600 nm (OD600 nm) in 1 mL Kunststoffküvetten mit einem Helios Epsylon 
Photometer (Thermo Scientific, Waltman, USA) bestimmt. Hierbei diente das entsprechende 
unbeimpfte Medium als Leerwert. Bei hohen Zelldichten wurden die Proben bis auf eine 
OD600 nm von 0,3 verdünnt, da nur in diesem Bereich ein linearer Zusammenhang zwischen 
Zellzahl und optischer Dichte besteht. Zur Ermittlung der Wachstumsparameter wurden die 
Messwerte in der exponentiellen Wachstumsphase logarithmiert (ln) gegen die Zeit 
aufgetragen und die Steigung der sich daraus ergebenden Geraden stellte die Wachstumsrate 
µ dar. Die Verdopplungszeit d konnte als ln(2)/µ berechnet werden.  
 
 
2.3 Molekularbiologische Methoden 
 
2.3.1 Isolierung von RNA und DNA 
2.3.1.1 Präparation von Plasmiden 
Plasmide wurden aus 2 - 4 mL der entsprechenden E. coli Kultur mit dem GeneJET Plasmid 
Miniprep Kit (Thermo Scientific, Schwerte, Deutschland) nach Angaben des Herstellers 
isoliert. Hierbei werden die Zellen durch alkalische Lyse aufgeschlossen und die 
Plasmid-DNA über eine Silica-Membran aufgereinigt.  
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2.3.1.2 Isolierung von chromosomaler DNA 
Chromosomale DNA aus G. oxydans und Ga. diazotrophicus wurde mit dem GeneJET 
Genomic DNA Purification Kit der Firma Thermo Scientific (Schwerte, Deutschland) nach 
dem Protokoll für Gram-negative Bakterien isoliert.  
 
2.3.1.3 Isolierung von RNA 
Um RNasen zu inaktivieren, wurden ddH2O und alle Verbrauchsmaterialien doppelt 
autoklaviert. Die RNA-Isolierung erfolgte aus 100 mL Kulturen von G. oxydans ∆hsdR oder 
Ga. diazotrophicus. Die Zellen wurden bei einer OD600 nm von 0,8 - 1,2 durch Zentrifugation 
geerntet (6.000 x g, 4 °C, 15 min), das Pellet in 5 mL TRI-Reagenz (Sigma-Aldrich, 
München, Deutschland) resuspendiert und in 1 mL Aliquots in 2 mL Mikroreaktionsgefäßen 
aufgeteilt. Die Aliquots wurden bei – 70 °C gelagert oder für 15 Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert. Anschließend wurden 100 - 200 µL 1-Bromo-3-chloropropan zu jedem Aliquot 
gegeben und für weitere 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Das Gemisch wurde für 
10 Minuten bei 12.000 x g und 4 °C zentrifugiert und die klare wässrige (obere) Phase, die die 
RNA enthielt, in ein neues 1,5 mL Mikroreaktionsgefäß überführt. Pro mL TRI-Reagenz 
wurden 500 µL Isopropanol zugegeben und für 5 - 10 Sekunden gemischt. Nach 10 Minuten 
Inkubation bei – 20 °C wurde die RNA durch Zentrifugation bei 12.000 x g und 4 °C für 
10 Minuten pelletiert. Die Pellets wurden mit 1 mL 75 % Ethanol pro mL TRI-Reagenz 
gewaschen und dann getrocknet. Die getrockneten Pellets wurden vereinigt und in insgesamt 
90 µL ddH2O resuspendiert. Um Kontaminationen mit DNA zu entfernen, wurden 10 µL 
DNase I Puffer und 2 µL RNase-freie DNase I (Thermo Scientific, Schwerte, Deutschland) 
zugegeben und der Ansatz für zwei Stunden bei 37 °C inkubiert. Nachdem weitere 2 µL 
DNase I zugegeben wurden, wurde nochmals für eine Stunde inkubiert. Im Anschluss wurde 
die RNA mit dem SurePrep RNA Cleanup and Concentration Kit von Fisher Scientific 
(Schwerte, Deutschland) nach Anleitung des Herstellers aufgereinigt. 
 
2.3.2 Spektrophotometrische Konzentrationsbestimmung von RNA und 
DNA 
Die Konzentration von isolierter DNA und RNA wurde photometrisch mit einem Jasco V-600 
Spectrophotometer (Jasco, Gross-Umstadt, Deutschland) bestimmt (Sambrook & Russel, 
2001). Hierzu wurde 1 µL DNA bzw. RNA mit 99 µL ddH2O verdünnt und in einer 100 µL 
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Quarzküvette die Absorption bei 260 nm (A260) gegen ddH2O als Leerwert gemessen. Die 
Konzentrationen der DNA und RNA wurden wie folgt berechnet: 
 
µg DNA/mL = A260 x Verdünnungsfaktor x 50 
 
µg RNA/mL = A260 x Verdünnungsfaktor x 40 
 
Da Proteine aufgrund ihrer aromatischen Aminosäuren ein Absorptionsmaximum bei 280 nm 
(A280) aufweisen, zeigt das Verhältnis der A260 zur A280 Verunreinigungen von DNA oder 
RNA mit Proteinen an. Bei reiner DNA beträgt dieses Verhältnis 1,8 und bei reiner RNA liegt 
der Wert bei 2.  
 
2.3.3 Denaturierende Agarosegelelektrophorese 
Die Methode der denaturierenden Agarosegelelektrophorese wurde angewandt, um die 
Qualität isolierter RNA zu überprüfen. Zur Herstellung der Gele wurde 1 g RNase-freie 
Agarose in 72 mL ddH2O gelöst und nach Abkühlen der Lösung auf 60 °C wurden 10 mL 
10 x MOPS-Laufpuffer sowie 18 mL 37 % Formaldehyd zugegeben. 1 µL der RNA-Probe 
wurde mit 4 µL Ladepuffer gemischt und durch Erhitzen auf 65 – 70 °C für 10 Minuten 
denaturiert. Anschließend wurden die Proben aufgetragen und das Gel in 1 x MOPS-
Laufpuffer bei 70 V laufen gelassen. Im Anschluss konnte die RNA mit GelRed visualisiert 
werden (siehe Abschnitt 2.3.6). 
 
10 x MOPS-Laufpuffer  Ladepuffer 
0,4 M MOPS, pH 7.0 8,371 g  Formamid 95 % 
0,1 M Natriumacetat 1,261 g  EDTA 18 mM 
0,01 M EDTA 0,372 g  SDS 0,025 % 
ddH2O auf 100 mL  Xylencyanol 0,02 % 
   Bromphenolblau 0,02 % 
 
2.3.4 Plasmide und Oligonukleotide 
2.3.4.1 Plasmide 
Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind in Tabelle 2 aufgelistet. 
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Tabelle 2: Plasmide 
Plasmid Beschreibung Quelle 
pBBR1MCS-2 mob, rep, KanR, lacZ Kovach et al. 
(1995) 
pBBR1p264 pBBR1MCS-2 Derivat mit der 
Promotorregion des Gens gox0265 
Kallnik et al. 
(2010) 
pBBR1p452 pBBR1MCS-2 Derivat mit der 
Promotorregion des Gens gox0452 
Kallnik et al. 
(2010) 
pASK-IBA3plus C-terminaler Strep-Tag II, AmpR IBA GmbH 
pASG-IBA103 One-Strep-Tag (auch Twin-Strep-Tag 
genannt), AmpR 
IBA GmbH 
pBBR1p264-ST pBBR1p264 mit Strep-Tag II aus 
pASK-IBA3plus 
diese Arbeit 
pBBR1p452-ST pBBR1p452 mit Strep-Tag II aus 
pASK-IBA3plus 
diese Arbeit 
pBBR1p264-Streplong pBBR1p264 Derivat mit modifiziertem 
Strep-Tag (verlängerte Linkersequenz) 
Zeiser et al. 
(2014) 
pBBR1p452-Streplong pBBR1p452 Derivat mit modifiziertem 
Strep-Tag (verlängerte Linkersequenz) 
diese Arbeit 
pBBR1p264-gox1801-ST pBBR1p264-ST Derivat, exprimiert 
gox1801 mit fusioniertem Strep-Tag II 
diese Arbeit 
pASK3-gox0265 pASK-IBA3plus Derivat mit gox0265 und 
C-terminalem Strep-Tag II 
diese Arbeit 
pBBR1p452-gox0265-ST pBBR1p452 Derivat, exprimiert gox0265 




pBBR1p452 Derivat, exprimiert gox0265 
mit fusioniertem Streplong 
diese Arbeit 
pBBR1p452-gox0265-OneST pBBR1p452 Derivat, exprimiert gox0265 
mit fusioniertem One-Strep-Tag 
diese Arbeit 
pBBR1p452-gox1857-ST pBBR1p452-ST Derivat, exprimiert 
gox1857 mit fusioniertem Strep-Tag II 
diese Arbeit 
pBBR1p452-gdi3764-ST pBBR1p452-ST Derivat, exprimiert 
gdi_3764 mit fusioniertem Strep-Tag II 
diese Arbeit 
pBBR1p452-gdi3764-OneST pBBR1p452 Derivat, exprimiert gdi_3764 
mit fusioniertem One-Strep-Tag 
diese Arbeit 
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2.3.4.2 Oligonukleotide 
Oligonukleotide (Primer) wurden mit dem Programm Primer D’Signer (IBA GmbH, 
Göttingen, Deutschland) bzw. Primer 3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3, zuletzt 
geprüft 30.12.13) erstellt oder manuell entworfen und durch Eurofins MWG Operon 
(Ebersberg, Deutschland) synthetisiert. Die Sequenzen aller zur Klonierung, Sequenzierung 
und RT-qPCR verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 3 aufgeführt. 
 
Tabelle 3: Sequenzen der zur Klonierung, Sequenzierung und RT-qPCR verwendeten 
Oligonukleotide. Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen. 
Oligonukleotid Sequenz  Restriktionsschnittstelle 
pBBR1-f ACTCACTATAGGGCGAATTG  
pBBR1-r CCCAGGCTTTACACTTTATG  










pASK_f GAGTTATTTTACCACTCCCT  



























Streplong_r ATCCTCGAGGTCGACGGTATCG XhoI 
pASG-for TACGTAAGCGCTTGGAGCCACCCGC SnaBI 

















RTgap_f TCCGACTTCAACCATGACAA  
RTgap_r GTTGTCGTACCACGAGCAGA  
RTmgdh_f AGGCATTCGACGTCTACACC  
RTmgdh_r ACGACACGATCCAGGAGTTC  
RT_gdi3764-for2 ATATCCTGGTCGCGGAATC  
RT_gdi3764-rev2 ATCCGGTCCGGGCTTTTAT  
RT_gdia2968-for ATCAGGTGGCGTTCAAGGT  
RT_gdia2968-for CTTCGTCTTGCCCTTCTGG  
RT-gox1801-for CATCTTCTGTGTGCCGAATG  
RT-gox1801-rev GGTATCGAGAACGAGCTTGC  
RT-gox0378-for AATACCGTCATGAACGCACA  
RT-gox0378-rev TGGTTACGCTCGGAAAGAAG  
 
2.3.5 Polymerase-Kettentreaktion (PCR) 
Die PCR ist eine Methode zur spezifischen Amplifizierung von Nukleotidsequenzen in vitro. 
Ausgehend von zwei Oligonukleotiden (Primern), die so mit den entgegengesetzten Strängen 
hybridisieren, dass sie die Zielsequenz flankieren, erfolgt die DNA-Synthese durch eine 
Polymerase. Ein PCR-Zyklus besteht dabei aus drei Schritten: 1. Hitze-Denaturierung der 
DNA zu Einzelsträngen, 2. Anlagerung der Primer an ihre komplementären Sequenzen 
(Annealing), 3. Amplifizierung der DNA-Sequenz ausgehend von den Oligonukleotiden 
durch eine hitzestabile DNA-Polymerase (Elongation) (Mullis et al., 1986; Saiki et al., 1988). 
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Die Anlagerungstemperatur der Primer ist abhängig vor der Schmelztemperatur und liegt 
meist 3 – 5 °C unter dieser. Die Elongationszeit hängt von der Geschwindigkeit der 
verwendeten Polymerase und der Größe der Amplikons ab. Die PCRs wurden auf Eis 
angesetzt und in einem MyCycler (Bio-Rad, München, Deutschland) oder C1000 Thermal 
Cycler (Bio-Rad, München, Deutschland) durchgeführt. Die amplifizierten DNA-Fragmante 
wurden anschließend durch Agarosegelelektrophorese überprüft (siehe Abschnitt 2.3.6).  
 
2.3.5.1 PCR zur Amplifizierung von Genen 
Zur Amplifizierung von Genen, die kloniert werden sollten, wurde die Phusion 
DNA-Polymerase (Thermo Scientific, Schwerte, Deutschland) verwendet und genomische 
DNA als Matrize eingesetzt. 
 
 µL/Reaktion Endkonzentration 
DNA-Matrize 0,5   
Vorwärtsprimer (10 µM) 1 0,5 µM 
Rückwärtsprimer (10 µM) 1 0,5 µM 
dNTPs (25 mM) 0,2 250 µM 
5 x HF Puffer 4,0 1 x 
Phusion DNA-Polymerase 0,25 0,5 U 
ddH2O 13,05  
Gesamt 20 µL  
 
PCR-Bedingungen: 
Anfangsdenaturierung 98 °C 10 min 
Denaturierung 98 °C 10 s 
Annealing X °C 15 - 30 s 
Elongation 72 °C 15 - 30 s/kb, Wiederholung ab Denaturierung 33 x 
Endelongation 72 °C 5 min 
Lagerung 4 °C  
 
2.3.5.2 Kolonie-PCR 
Um nach einer Klonierung Zellen zu identifizieren, die ein Plasmid mit dem gewünschten 
DNA-Fragment enthielten, wurde eine Kolonie-PCR durchgeführt. Die Kolonien wurden mit 
einem sterilen Zahnstocher von der Agarplatte abgenommen und in 10 µL sterilem ddH2O 
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resuspendiert. 5 µL dieser Zellsuspension wurden als Matrize in der PCR eingesetzt, zu den 
restlichen 5 µL wurden 70 µL Medium mit entsprechendem Antibiotikum gegeben und bei 
4 °C gelagert. Die PCR-Reaktionen wurden wie folgt angesetzt: 
 
 µL/Reaktion Endkonzentration 
DNA-Matrize 5,0  
Vorwärtsprimer (10 µM) 0,5 0,25 µM 
Rückwärtsprimer (10 µM) 0,5 0,25 µM 
dNTPs (25 mM) 0,16 200 µM 
10 x Dream Taq Green Puffer 2,0 1 x 
DMSO 100 % 1,0 5 % 
Dream Taq DNA-Polymerase 0,25 1,25 U 
ddH2O 10,59  
Gesamt 20 µL  
 
PCR-Bedingungen: 
Anfangsdenaturierung 95 °C 10 min 
Denaturierung 95 °C 45 s 
Annealing X °C 45 s 
Elongation 72 °C 1 min/kb, Wiederholung ab Denaturierung 33 x 
Endelongation 72 °C 10 min 
Lagerung 4 °C  
 
2.3.5.3 RT-qPCR 
Die RT-qPCR (Real-Time quantitative reverse Transkriptions-PCR) wurde eingesetzt, um die 
relative Menge der mRNA eines Zielgens in einer Präparation von Gesamt-RNA im 
Vergleich zu einem Referenzgen zu bestimmen. Dazu wurden der iCycler (Bio-Rad, 
München, Deutschland) und das SYBR Green RT-PCR Kit nach Angaben des Herstellers 
(Quiagen, Hilden, Deutschland) verwendet. Die eingesetzten Primer wurden mit dem 
Programm Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3/, zuletzt geprüft 22.12.13) generiert und die 
entsprechenden Amplikons waren 100 – 150 bp lang. Als konstitutiv exprimiertes 
Referenzgen diente entweder das Gen für die Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 
oder das Gen für das ribosomale Protein L23. Als Kontrolle für die Reinheit der RNA wurden 
für jede Probe auch Reaktionen ohne reverse Transkriptase angesetzt. Das PCR-Programm 
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beinhaltete einen Schritt für die reverse Transkription der mRNA in cDNA am Anfang, sowie 
am Ende einen Schritt, in dem die PCR-Produkte anhand einer Schmelzkurve überprüft 
wurden. Die Reaktionen wurden in speziell für die quantitative PCR geeigneten 




2 x QuantiTect SYBR Green RT-PCR Master Mix 12,25 





Vorwärtsprimer (5 pmol/µL) 5 




In jeden Ansatz wurden 2,5 µL RNA mit einer Konzentration von 100 ng/µL gegeben. 
 
RT-qPCR Programm: 
Schritt Zeit Temperatur 
Reverse Transkription 30 min 50 °C 
Aktivierung der Polymerase 15 min 95 °C 
Denaturierung 15 s 94 °C 
Annealing 30 s 50 – 55 °C 
Elongation 30 s 72 °C 
Schmelzkurve 10 s/°C 35 °C  95 °C 
 
Mit der iCycler-Software wurde für jede Reaktion der Cp-Wert (Crossing Point) ermittelt. 
Dieser gibt den PCR-Zyklus an, in dem das Fluoreszenzsignal der Probe einen festgelegten 
Schwellenwert überschreitet. Im Folgenden wurde der ∆Cp-Wert als Differenz des Cp-Werts 
des Zielgens und des Referenzgens berechnet (∆Cp = CpZielgen – CpReferenzgen). Anhand des 
x 35 
x 61 
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∆Cp-Wertes wurde dann die relative Transkriptabundanz des Zielgens im Vergleich zu dem 
Referenzgen als 2-∆Cp bestimmt.  
 
2.3.6 Agarosegelelektrophorese 
Die Agarosegelelektrophorese dient der Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer 
Größe. Agarosegele von 1 – 3 % wurden mit 1 x TAE-Puffer (Sambrook et al., 1989) 
angesetzt. Die Proben wurden, sofern nicht bereits im PCR-Ansatz vorhanden (Dream Taq 
Green Puffer), vor dem Beladen der Geltaschen mit 6 x Glycerin-Ladepuffer (Carl Roth 
GmbH, Karlsruhe, Deutschland) versetzt. Eine DNA-Leiter (GeneRuler 1 kb DNA Ladder, 
Thermo Scientific, Schwerte, Deutschland) ermöglichte das Abschätzen der Fragmentgrößen. 
Je nach Größe des Gels wurde eine Spannung von 70 - 120 V angelegt, sodass die negativ 
geladene DNA in Richtung Anode lief. Im Anschluss wurden die Nukleinsäuren durch eine 
Inkubation der Gele in GelRed-Lösung (3 x in Wasser, Biotium, VWR Darmstadt) angefärbt 
und unter UV-Licht visualisiert (INTAS Gel Imager, INTAS GmbH Digital Imaging and 
Microscopy, Göttingen, Deutschland). 
 
50 x TAE-Puffer 
Tris Base 242 g 2 M 
EDTA 0,5 M, pH 8 100 mL 50 mM 
Essigsäure (100 %) 57,1 mL 1 M 
 
2.3.7 Restriktionsverdau 
Eine sequenzspezifische Spaltung von zirkulärer (Plasmide) und linearer (PCR-Produkte) 
DNA erfolgte durch Restriktionsendonukleasen in 20 µL oder 50 µL Ansätzen. Das 
Puffersystem, die Inkubationstemperatur sowie die einzusetzende Enzymmenge wurden 
hierbei entsprechend den Angaben des Herstellers (Thermo Scientific, Schwerte, 
Deutschland) für das jeweilige Restriktionsenzym bzw. die Kombination von zwei 
Restriktionsenzymen gewählt. Nach einer Inkubationsdauer von 1 - 4 Stunden wurden die 
Restriktionsenzyme bei 65 - 80 °C für 10 Minuten inaktiviert. Im Anschluss wurden die 
Restriktionsansätze durch Agarosegelelektrophorese (siehe Abschnitt 2.3.6) überprüft. 
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2.3.8 Behandlung von Vektoren mit alkalischer Phosphatase  
Die Re-Ligation eines Vektors nach dem Schneiden mit Restriktionsenzymen kann durch die 
Behandlung mit alkalischer Phosphatase verhindert werden. Diese entfernt die 
5’-Phosphatenden, sodass der Vektor im Anschluss nicht mehr mit sich selbst, sondern nur 
noch mit einem Fragment, dessen Phosphatenden intakt sind, ligiert werden kann (Sambrook 
et al., 1989). Nach dem Restriktionsverdau wurden hierzu 0,5 Units FastAP (Thermo 
Scientific, Schwerte, Deutschland) zu den Ansätzen gegeben und für 30 Minuten bei 37 °C 
inkubiert. 
 
2.3.9 Aufreinigung von PCR-Produkten und Restriktionsansätzen 
PCR-Produkte, die mit Restriktionsendonukleasen behandelt werden sollten, sowie 
Restriktionsverdaue, die in einer Ligation eingesetzt werden sollten, wurden mit dem 
GeneJET PCR Purification Kit von Thermo Scientific (Schwerte, Deutschland) nach den 
Angaben des Herstellers aufgereinigt. Bei Bedarf wurden auch einzelne DNA-Banden aus 
Agarosegelen ausgeschnitten und mit dem GeneJET Gel Extraction Kit von Thermo 
Scientific (Schwerte, Deutschland) aufgereinigt.  
 
2.3.10 Ligation 
Mit Restriktionsendonukleasen geschnittene Vektoren und identisch behandelte DNA-
Fragmente (Inserts) wurden mit der T4 Ligase (Thermo Scientific, Schwerte, Deutschland) 
für eine Stunde bei Raumtemperatur ligiert. Die Ligase katalysiert die Bildung von 
Phosphodiesterbindungen zwischen benachbarten 5’-Phosphat- und 3’-Hydroxylenden in 
doppelsträngiger DNA. Ein 20 µL Ansatz enthielt die folgenden Komponenten: 
 
 µL/Ansatz 
Insert 15 µL 
Vektor 2 µL 
PEG 4000 0,5 µL 
T4 Ligase Puffer 2 µL 
T4 Ligase (5 U/µL) 1 µL 
Gesamt 20 µL 
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2.3.11 Sequenzierung 
Sequenzierungen wurde von der StarSEQ GmbH (Mainz, Deutschland) durchgeführt. Dabei 
wurden die Primer pBBR1-f und pBBR1-r (für Derivate von pBBR1-p264 und pBBR1p452) 
oder pBBR1-f und pASK-r (für Derivate von pBBR1p264-ST und pBBR1p542-ST) 




Primer (10 µM) 1 
ddH2O oder 10 mM Tris-HCl pH 7,5 5 
Gesamt 7 µL 
 
Die Auswertung der Sequenzen erfolgte mit dem Programmm Chromas Lite (Technelysium, 
South Brisbane, Australia).  
 
 
2.4 Biochemische Methoden 
 
2.4.1 Herstellung superkompetenter E. coli DH5α-Zellen 
250 mL SOB-Medium wurden mit 5 mL einer E. coli DH5α Vorkultur angeimpft und die 
Kultur bei 18 °C bis zu einer OD600 nm von 0,4 – 0,6 angezogen. Nach 10 Minuten Inkubation 
auf Eis wurden die Zellen durch Zentrifugation für 10 Minuten bei 2.450 x g und 4 °C 
geerntet. Die Zellen wurden in 80 mL gekühltem Transformationspuffer resuspendiert, für 10 
Minuten auf Eis inkubiert und dann für 10 Minuten bei 2.450 x g und 4 °C zentrifugiert. 
Anschließend wurden die Zellen vorsichtig in 15 - 20 mL Transformationspuffer 
resuspendiert und steriles DMSO in einer Endkonzentration von 7 % zugegeben. Nach 10 
Minuten Inkubation auf Eis wurden 200 µL Aliquots in auf – 70 °C vorgekühlten 1,5 mL 
Mikroreaktionsgefäßen in flüssigem Stichstoff schockgefroren und bei – 70 °C gelagert.  
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SOB-Medium (Super Optimal Broth)  Transformationspuffer 
Hefeextrakt 5,0 g  PIPES 10 mM 
Trypton 20,0 g  CaCl2 15 mM 
NaCl 0,58 g  KCl 250 mM 
KCl 0,19 g  MnCl2 55 mM 
dH2O auf 990 mL  Der pH wurde mit KOH auf 6,7 eingestellt. 
Nach dem Autoklavieren wurden 10 mL 
steril filtriertes 1 M MgCl2 oder MgSO4 
zugegeben.  
 MnCl2 wurde steril filtriert und nach dem 
Autoklavieren zugegeben. 
 
2.4.2 Transformation von E. coli DH5α 
Für die Transformation wurden 200 µL kompetente E. coli DH5α auf Eis aufgetaut und mit 
10 - 20 µL ligiertem Vektor gemischt. Nach 30 – 60 Minuten Inkubation auf Eis wurden die 
Zellen einem Hitzeschock von 90 Sekunden bei 42 °C unterzogen und dann für zwei Minuten 
auf Eis gestellt. Anschließend wurden 500 µL SOC-Medium zugegeben und für eine Stunde 
bei 37 °C auf einem Schüttler inkubiert. Danach wurden 100 µL der Suspension auf LB-Agar 
mit selektivem Antibiotikum ausplattiert. Die restlichen Zellen wurden pelletiert (2 min, 
8.000 Upm in einer Tischzentrifuge), in 100 µL Medium resuspendiert und ebenfalls 
ausplattiert. 
 
Kompetente E. coli NEB 5-alpha (New England Biolabs, Frankfurt am Main, Deutschland) 
wurden nach dem Protokoll des Herstellers transformiert und dann eingesetzt, wenn eine sehr 
hohe Transformationseffizienz erforderlich war.  
 
SOC-Medium (Super Optimal Broth with Catabolite Repression) 
1 M steril filtrierte Glukose 0,2 mL 
SOB-Medium 9,8 mL 
 
2.4.3 Elektroporation von G. oxydans ∆hsdR und Ga. diazotrophicus 
Die Elektrotransformation von G. oxydans ∆hsdR und Ga. diazotrophicus wurde nach der 
modifizierten Methode von Mostafa et al. (2002) durchgeführt. Bei dem Stamm G. oxydans 
∆hsdR handelt es sich um ein Derivat von G. oxydans 621H, in dem das hsdR Gen (gox2567), 
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das für ein putatives Typ I Restriktionsenzym kodiert, deletiert wurde. Der Stamm wurde 
speziell für die Elektroporation entwickelt, um zu verhindern, dass eingebrachte Plasmide 
zerstört werden. In E. coli ist das Restriktionsenzym Teil eines Typ I Restriktions-
Modifikationssystems, das durch die Gene hsdR, hsdM und hsdS kodiert wird und sowohl 
endonukleolytische als auch methylierende Aktivitäten besitzt (Yuan & Hamilton, 1984). Da 
für Ga. diazotrophicus kein äquivalenter Stamm zur Verfügung stand, wurde in diesem Fall 
der Wildtyp verwendet. Für die Elektroporation wurden 50 mL EP-Medium 3 – 5 %-ig mit 
einer Vorkultur von G. oxydans ∆hsdR oder Ga. diazotrophicus angeimpft und bis zu einer 
OD600 nm von 0,8 - 0,9 angezogen. Pro Elektroporationsansatz wurden 2 x 2 mL Kultur in 
2 mL Mikroreaktionsgefäßen geerntet (8.000 Upm, 4 °C, 5 min) und im Folgenden auf Eis 
gearbeitet. Die Zellen wurden zweimal mit je 1 mL sterilem, vorgekühltem 1 mM HEPES 
gewaschen und dann jeweils 2 Pellets in 40 µL 1 mM HEPES vereinigt. Nach Zugabe von 
10 µL sterilem, gekühltem 75 % Glycerol wurden die Zellen mit 2 µL Plasmid gemischt und 
in gekühlte, sterile Elektroporationsküvetten mit einer Elektrodendistanz von 1 mm überführt 
(Bio-Budget Technologies GmbH, Krefeld, Deutschland). In einem MicroPulser von Bio-Rad 
(München, Deutschland) wurden die Zellen einem elektrischen Impuls von 2,2 kV für 
4 - 5 Millisekunden ausgesetzt und dann mit 800 µL EP-Medium ohne Antibiotikum zur 
Regeneration in ein steriles 15 mL Kunststoffröhrchen überführt. Nach Regeneration der 
Zellen über Nacht bei 30 °C auf einem Rundschüttler wurden 100 µL der Suspension, sowie 
die abzentrifugierten und in 100 µL Medium resuspendierten restlichen Zellen auf YM-Agar 
mit selektivem Antibiotikum ausplattiert. 
 
EP-Medium (Elektroporationsmedium) 
8,0 % Mannitol  80 g 
1,5 % Hefeextrakt 15 g 
0,25 % MgSO4 x 7 H2O 2,5 g 
0,05 % Glycerol 0,5 g 
0,15 % CaCl2 1,5 g 
dH2O auf 1000 mL 
Der pH-Wert wurde mit HCl auf 6 eingestellt. MgSO4 und CaCl2 wurden 100-fach 
konzentriert angesetzt, steril filtriert und nach dem Autoklavieren zugegeben.  
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2.4.4 Herstellung ruhender Zellen 
Für die Herstellung von ruhenden Zellen wurde eine 100 mL G. oxydans Kultur in 
YM-Medium bis zur späten exponentiellen Phase angezogen (OD600 nm = 0,8 – 1,2). 
Anschließend wurden die Zellen durch Zentrifugation geerntet (5.000 x g, 4 °C, 20 min) und 
zweimal mit 20 mL 40 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 6 oder 7) gewaschen. Dabei wurde 
auf Eis und mit vorgekühltem Puffer gearbeitet. Am Ende wurde das Zellpellet in 10 mL des 
Puffers resuspendiert. Sollte die Aktivität der ruhenden Zellen anhand der künstlichen 
Elektronenakzeptoren PMS und DCPIP gemessen werden, so mussten die Zellen mit Toluol 
behandelt werden, um einen effektiven Transport der Elektronenakzeptoren über die äußere 
Membran in das Periplasma zu ermöglichen (Park et al., 1994). Dazu wurden die ruhenden 
Zellen für 10 Minuten in Puffer mit 10 % Toluol auf Eis unter leichtem Schütteln inkubiert 
und dann zweimal mit Puffer gewaschen, um das Toluol zu entfernen.  
 
2.4.5 Produktion und Reinigung von Proteinen 
2.4.5.1 Homologe Produktion von Proteinen in G. oxydans ∆hsdR und 
Ga. diazotrophicus 
Zur homologen Expression von Genen in G. oxydans ∆hsdR und Ga. diazotrophicus wurden 
Plasmide verwendet, die auf den Vektoren pBBR1p264 und pBBR1p452 mit einem 
konstitutiven starken bzw. moderaten Promotor basierten (Kallnik et al., 2010). Zur 
Ermöglichung der Aufreinigung von produzierten Proteinen über Strep-Tactin-
Affinitätschromatographie enthielten die Vektoren neben der Sequenz des zu exprimierenden 
Gens auch die Sequenz für einen C-terminalen Strep-Tag. Die Expressionsvektoren wurden 
durch Elektroporation in G. oxydans ∆hsdR und Ga. diazotrophicus eingebracht. 
Entsprechende Kulturen wurden in 400 – 500 mL YM-Medium mit Antibiotikum angezogen 
und bis zur späten exponentiellen Phase (OD600 nm = 0,8 – 1,2) inkubiert. Die Zellen wurden 
durch Zentrifugation geerntet (6.000 x g, 4 °C, 15 min) und von diesem Zeitpunkt an immer 
auf Eis gekühlt.  
 
2.4.5.2 Zellaufschluss mittels Ultraschall 
Die geernteten Zellen wurden in 10 mL Puffer W (100 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, pH 8 
zur Aufreinigung von löslichen Proteinen) oder 40 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7 (zur 
Präparation von Membranfraktionen) resuspendiert. Nach Zugabe von 5 µL Protease-Inhibitor 
Cocktail (Sigma-Aldrich, München, Deutschland) und einer Spatelspitze Lysozym (Serva, 
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Heidelberg, Deutschland) wurden die Zellen für 15 Minuten bei 50 % Amplitude durch 
Ultraschall (Branson Sonifier Cell Disruptor mit einem Branson Ultra Sonics Konverter, 
Danbury, USA) unter Kühlung (Colora Messtechnik GmbH, Lorch/Württ, Deutschland) 
aufgeschlossen. Anschließend wurde das Lysat abzentrifugiert (10 min, 4 °C, 12.000 x g für 
die Aufreinigung von löslichen Proteinen bzw. 1.300 x g für die Präparation von 
Membranen).  
 
2.4.5.3 Aufreinigung von löslichen Proteinen über Strep-Tactin-
Affinitäschromatographie 
Für die Isolierung von rekombinanten Strep-Tag-Fusionsproteinen aus dem Zelllysat wurde 
eine Polypropylensäule (Quiagen, Hilden, Deutschland) mit Strep-Tactin Sepharose der Firma 
IBA GmbH (Göttingen, Deutschland) nach Angaben des Herstellers vorbereitet und 
eingesetzt (1 mL Säulenbettvolumen). Dabei bindet der Strep-Tag hochselektiv an das 
Strep-Tactin des Säulenmaterials. Alle Schritte wurden bei 4 °C mit vorgekühlten Puffern 
durchgeführt. Das abzentrifugierte Zelllysat wurde auf die Säule gegeben und das gebundene 
Protein anschließend mit 3 x 3 Säulenbettvolumen Puffer W (100 mM Tris-HCl, 100 mM 
NaCl, pH 8) gewaschen. Die Elution erfolgte mit 6 x 0,5 Säulenbettvolumen Puffer E (Puffer 
W mit 2,5 mM Desthiobiotin). Durch das im Elutionspuffer vorhandene Desthiobiotin wurde 
der Strep-Tag von den Bindestellen am Strep-Tactin verdrängt und das Fusionsprotein so 
eluiert. Die Regenerierung der Säule erfolgte mit Puffer R (Puffer W mit 1 mM HABA). Das 
darin enthaltene HABA verdrängte wiederum das Desthiobiotin und konnte anschließend mit 
Puffer W von der Säule gewaschen werden.  
 
2.4.5.4 Präparation von Membranfraktionen 
Die Präparation der Membranfraktion erfolgte durch Ultrazentrifugation des Zellextraktes bei 
100.000 x g und 4 °C für 60 Minuten. Das entstandene Pellet wurde mit Puffer W (100 mM 
Tris-HCl, 100 mM NaCl, pH 8) oder 40 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7 gewaschen und 
anschließend in 1 mL des Puffers resuspendiert.  
 
2.4.5.5 Solubilisierung und Aufreinigung von Membranproteinen über Strep-Tactin-
Affinitätschromatographie 
Die Solubilisierung von Proteinen aus einer Membranpräparation erfolgte in insgesamt 10 mL 
Puffer W mit 1 % des jeweils verwendeten Detergenz. Die Ansätze wurden 1 – 4 Stunden 
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unter leichtem Rühren auf Eis inkubiert und über Nacht bei 4 °C gelagert. Am nächsten 
Morgen wurde erneut für ca. 30 Minuten auf Eis gerührt und anschließend wurden die 
unlöslichen Bestandteile durch Ultrazentrifugation abgetrennt (100.000 x g, 4 °C, 60 min). 
Der Überstand enthielt das zu isolierende Strep-Tag-Fusionsprotein und wurde für eine 
Stunde mit 2 mL 50 % Strep-Tactin Sepharose (IBA GmbH, Göttingen, Deutschland) unter 
leichtem Rühren auf Eis inkubiert. So sollte die Bindung des Strep-Tags an das 
Säulenmaterial verbessert werden. Im Anschluss konnte die Aufreinigung wie für lösliche 
Proteine beschrieben (siehe Abschnitt 2.4.5.3) durchgeführt werden. Dabei enthielten alle 
Puffer 0,1 % des Detergenz, um ein Präzipitieren des solubilisierten Proteins auf der Säule zu 
verhindern.  
 
2.4.6 Bestimmung der Proteinkonzentration 
2.4.6.1 Proteinbestimmung nach Bradford 
Die Proteinkonzentration in Membran- und Proteinfraktionen ohne Detergenz wurde mit dem 
Bradford-Reagenz (Sigma-Aldrich, München, Deutschland) bestimmt. Dieser Nachweis 
basiert auf dem Farbstoff Coomassie Brilliant Blau G-250, dessen Absorptionsmaximum sich 
bei der Bindung an Proteine von 465 nm auf 595 nm verschiebt (Bradford, 1976). Es wurden 
jeweils 20 µL Probe (bei Bedarf verdünnt) mit 980 µL Bradford-Reagenz gemischt und für 
10 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde die Absorption 
bei 595 nm in 1 mL Kunststoffküvetten mit einem Helios Epsylon Photometer (Thermo 
Scientific, Waltman, USA) gegen einen Leerwert (Bradford-Reagenz mit 20 µL Puffer) 
gemessen. Zur Berechnung der Proteinkonzentration anhand der Absorption diente eine 
Standardkurve mit Rinderserumalbumin (BSA), das dazu in Konzentrationen zwischen 0 und 




Die Bestimmung des Proteingehalts ruhender Zellen erfolgte in einem modifizierten Biuret-
Test (Gornall et al., 1949; Schmidt et al., 1963). Diese Methode basiert darauf, dass Proteine 
in alkalischer Lösung Cu2+ zu Cu+ reduzieren und dabei violette Komplexe entstehen. Für den 
Test wurden 50 - 100 µL der ruhenden Zellen eingesetzt und das Volumen mit dH2O auf 
400 µL aufgefüllt. Zu jeder Probe wurden 40 µL der Lösung A zugegeben und die Ansätze 
dann für 20 Minuten gekocht. Anschließend wurden die Ansätze auf Eis abgekühlt, 160 µL 
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der Lösung B zugegeben und für 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Vor dem Messen der 
Absorption bei 546 nm mit einem Helios Epsylon Photometer (Thermo Scientific, Waltman, 
USA) wurden die Proben abzentrifugiert (4.000 x g, RT, 20 min). Als Leerwert diente ein 
Ansatz, in den Puffer anstatt der Zellsuspension gegeben wurde. Es wurden 
Doppelbstimmungen angesetzt und zur Berechnung der Proteinkonzentration diente eine 
Standardkurve mit BSA, das in Konzentrationen zwischen 0 und 2 mg/mL eingesetzt wurde. 
 
Lösung A   Lösung B  
NaOH 16 g  NaOH (als erstes gelöst) 0,4 g 
dH2O auf 100 mL  KNa-Tartrat x 7 H2O 0,5 g 
   CuSO4 x 5 H2O 0,1 g 
   KJ 0,25 g 
   dH2O auf 40 mL 
 
2.4.6.3 BCA-Test 
Bei einem BCA-Test handelt es sich um einen modifizierten Biuret-Test, bei dem die 
Sensitivität durch die Bildung tiefvioletter Komplexe aus einwertigen Kupferionen und 
Bicinchoninsäure (BCA) erhöht wird. Die Proteinbestimmung erfolgte in diesem Fall in 
Mikrotiterplatten unter Verwendung des BCA Protein Assay Kits der Firma Novagen (Merck 
KgaA, Darmstadt, Deutschland) nach Angaben des Herstellers. Der Vorteil dieses Tests ist 
die erhöhte Sensitivität und die Kompatibilität der Reaktion mit verschiedenen Detergenzien. 
Für die Bestimmung des Proteingehalts wurden jeweils 20 - 25 µL der Probe eingesetzt und 
200 µL des BCA-Reagenzes zugegeben. Nach einer Inkubation von 30 Minuten bei 37 °C 
wurde in einem Nano Quant infinite M200 Plattenlesegerät (Tecan, Crailsheim, Deutschland) 
die Absorption bei 550 nm gemessen. Zur Berechnung der Proteinkonzentration wurde eine 
Standardkurve mit BSA in Konzentrationen zwischen 0 und 250 µg/mL angelegt, wobei für 
alle Proben Doppelbestimmungen erfolgten.  
 
2.4.6.4 DC Protein Assay Kit  
Das DC Protein Assay Kit der Firma Bio-Rad (München, Deutschland) wurde zur 
kolorimetrischen Bestimmung der Proteinkonzentration in detergenzhaltigen Proben 
eingesetzt. Die Proteinbestimmung erfolgte nach Angaben des Herstellers in 
Mikrotiterplatten. Zu jeweils 20 µL der Probe wurden 10 µL des Reagenzes A’ sowie 80 µL 
des Reagenzes B gegeben und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend 
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wurde die Absorption bei 750 nm mit einem Nano Quant infinite M200 Plattenlesegerät 
(Tecan, Crailsheim, Deutschland) gemessen. Es wurden Doppelbestimmungen durchgeführt 
und zur Berechnung der Proteinkonzentration diente eine Standardkurve mit BSA (0 – 500 
µg/mL).  
 
2.4.7 Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western-Blot 
2.4.7.1 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Die SDS-PAGE nach der Methode von Laemmli (1970) dient der Auftrennung von Proteinen 
nach ihrem Molekulargewicht. Die Acrylamidkonzentration in dem Sammelgel betrug dabei 
5 % (w/v) und die Konzentration in dem Trenngel variierte je nach Größe des zu 
analysierenden Proteins zwischen 10 und 12,5 % (w/v). Für die Elektrophorese wurden 
vertikale Mini-Gelkammern der Firma Bio-Rad (München, Deutschland) verwendet. Vor dem 
Auftragen wurden die Proben 1:1 mit Ladepuffer gemischt und für 10 Minuten bei 90 °C 
denaturiert. Die Auftrennung der Proteine erfolgte in 1 x Elektrodenpuffer bei 15 mA im 
Sammelgel und 20 mA im Trenngel. Zur Bestimmung des Molekulargewichts der Proteine 
wurde auf jedes Gel ein Größenstandard (PageRuler Unstained Protein Ladder oder 
PageRuler Prestained Protein Ladder von Thermo Scientific, Schwerte, Deutschland) 
aufgetragen. Die Proteine wurden nach der Elektrophorese durch eine Silberfärbung 
visualisiert oder die Gele in einem Western-Blot weiter verwendet.  
 
Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamidgele: 
 10 % Trenngel 12,5 % Trenngel 5 % Sammelgel 
Acrylamidlösung  







Trennpuffer 1,2 mL 1,2 mL - 
Sammelpuffer - - 400 µL 
SDS (0,5 %) 1,2 mL 1,2 mL 400 µL 
ddH2O 2,1 mL 1,6 mL 950 µL 
TEMED 5 µL 5 µL 5 µL 
APS (10 %) 30 µL 30 µL 30 µL 
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Trennpuffer  Sammelpuffer 
Tris Base 22,77 g  Tris Base 7,57 g 
ddH2O auf 100 mL  ddH2O auf 100 mL 
Der pH-Wert wurde mit HCl auf 
8,8 eingestellt. 
 Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 
6,8 eingestellt. 
 
0,5 % SDS-Lösung  10 % APS-Lösung 
SDS 0,5 g  APS 0,1 g 
ddH2O auf 100 mL  ddH2O auf 1 mL 
 
1x Elektrodenpuffer  Ladepuffer 
Tris Base 3,0 g  Sammelpuffer 2,0 mL 
Glycin 14,4 g  1 % Bromphenolblau in Ethanol 0,1 mL 
SDS 1,0 g  2-Mercaptoethanol 0,5 mL 
dH2O auf 1000 mL  Glycerin 5,0 mL 
Der pH-Wert wurde mit HCl auf 
8,3 eingestellt. 
 ddH2O auf 10 mL 
 
2.4.7.2 Native PAGE 
Bei der nativen Polyacrylamidgelelektrophorese werden die Proteine nicht denaturiert, so dass 
oligomere Proteinformen nachgewiesen werden können. Die Proteine werden dabei nach 
Größe und Ladung aufgetrennt. Es wurden Gele mit einem Gradienten von 4 – 20 % 
(Mini-Protean Precast Gels TGX 4 - 20 %; Bio-Rad, München, Deutschland) verwendet. Zur 
Bestimmung der nativen Masse der Proteine diente ein Größenstandard von GE Healthcare 
(Amersham High Molecular Weight Calibration Kit For Native Electrophoreseis), der vor der 
Verwendung 1:50 mit Elektrodenpuffer verdünnt wurde. Die Proben und der Größenstandard 
wurden vor dem Auftragen 1:1 mit Glycerol-Ladepuffer versetzt. Die Elektrophorese wurde 
in 1 x Elektrodenpuffer ohne SDS bei 20 mA auf Eis für ca. 2,5 Stunden durchgeführt. Die 
Visualisierung der Proteine erfolgte anschließend durch eine Silberfärbung. 
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1 x Elektrodenpuffer  Glycerol-Ladepuffer 
Tris Base 1,2 g  Glycerin 5 mL 
Glycin 5,76 g  1 % Bromphenolblau in Ethanol 0,5 mL 
dH2O auf 1000 mL  Elektrodenpuffer auf 10 mL 
Der pH sollte ohne Titrieren bei  
8,3 - 8,5 liegen. 
   
 
2.4.7.3 Silberfärbung 
Die Silberfärbung nach Blum et al. (1987) ist eine sehr sensitive Methode zum Nachweis von 
Proteinen in Polyacrylamidgelen. Nach der Elektrophorese wurden die Gele für 20 Minuten in 
Fixierlösung inkubiert, wodurch die Proteine im Gel präzipitierten. Es folgten 10 Minuten 
Inkubation in 50 % (v/v) Methanol und ein Waschschritt von 10 Minuten mit ddH2O um die 
Essigsäure aus der Fixierlösung zu entfernen. Zur Erhöhung der Sensitivität und des Kontrasts 
bei der Färbung wurden die Gele anschließend für eine Minute in Thiosulfatlösung inkubiert 
und zur Entfernung von überschüssigem Thiosulfat danach zweimal für eine Minute mit 
ddH2O gewaschen. Die Inkubation in der Imprägnierlösung erfolgte für 20 Minuten 
lichtgeschützt bei 4 °C. Dabei lagerten sich die Silberionen aus der Imprägnierlösung an die 
negativ geladenen Seitenketten der Proteine an. Bei der darauf folgenden Inkubation in 
Entwicklerlösung wurden die Silberionen durch Formaldehyd zu elementarem Silber 
reduziert, wodurch die Proteine angefärbt wurden. Die Dokumentation erfolgte durch 
Einscannen der Polyacrylamidgele nach verschiedenen Färbungszeiten. Alle Lösungen 
wurden vor der Verwendung frisch angesetzt: 
 
Fixierlösung  50 % Methanol 
Methanol 500 mL  Methanol 25 mL 
Essigsäure (100 %) 120 mL  ddH2O auf 50 mL 
Formaldehyd (37 %) 0,5 mL    
ddH2O auf 1000 mL    
 
0,02 % Thiosulfatlösung  Imprägnierlösung 
Na2S2O3 x 5 H2O 0,01 g  AgNO3  0,05 g 
ddH2O auf 50 mL  ddH2O auf 50 mL 
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Entwicklerlösung     
Na2CO3  1,5 g    
Formaldehyd (37 %) 0,05 mL    
Na2S2O3 x 5 H2O 0,004 g    
ddH2O auf 50 mL    
 
2.4.7.4 Berechnung der molekularen und nativen Masse der Proteine 
Zur Bestimmung der molekularen und nativen Masse der Proteine wurden die 
Wanderungsstrecke der Proteine im Gel so wie die Wanderungsstrecke der Laufmittelfont 
ermittelt und daraus der Retentionsfaktor berechnet (Rf = [Wanderungsstrecke des 
Proteins]/[Wanderungsstrecke der Laufmittelfront]). Durch das Auftragen der Rf-Werte der 
Standardproteine des jeweils verwendeten Größenstandards gegen den dekadischen 
Logarithmus des Molekulargewichts ergab sich eine Standardgerade, anhand deren Gleichung 
(y = m * x + b) das Molekulargewicht des Proteins in einer Probe berechnet werden konnte 
(MW = 10x; x = [y -b]/m).  
 
2.4.7.5 Western-Blot und Immunodetektion von Proteinen 
Die Western-Blot-Analyse von Proteinen, die in einer SDS-PAGE aufgetrennt wurden, 
erfolgte nach der modifizierten Methode von Towbin et al. (1979). Die Proteine wurden dabei 
elektrophoretisch unter Verwendung eines Mini-Semidry-Blotgeräts (Biozym Scientific 
GmbH, Oldendorf, Deutschland) auf eine Nitrozellulosemembran (4,5 µM; Bio-Rad, 
München, Deutschland) übertragen. Alle Komponenten des Western-Blots wurden in 
Towbinpuffer getränkt und der Blot anschließend wie folgt zusammengesetzt: drei Whatman-
Filterpapiere, gefolgt von der Nitrocellulosemembran, dem SDS-Gel und wiederum drei 
Whatman-Filterpapieren. Der Transfer der Proteine fand bei 15 Volt je nach Größe der 
Proteine für 30 - 45 Minuten statt.  
 
Towbinpuffer 
Tris Base 1,52 g 
Glycin 7,2 g 
Methanol 100 mL 
dH2O auf 500 mL 
Der pH-Wert sollte ohne Titrieren bei etwa 8,3 liegen.  
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Für die anschließende Immunodetektion der Proteine auf der Membran wurden mit 
Meerrettichperoxidase konjugierte monoklonale Antikörper gegen den Strep-Tag nach einem 
modifizierten Protokoll des Herstellers verwendet (IBA GmbH, Göttingen, Deutschland). Die 
Membran wurde nach dem Transfer der Proteine für mindestens eine Stunde in 
Blockierlösung bei Raumtemperatur unter leichtem Schütteln inkubiert und dann dreimal mit 
20 mL PBS-Tween-Puffer gewaschen (jeder Schritt: 5 min bei RT unter leichtem Schütteln). 
Anschließend wurde die Membran für mindestens eine Stunde in 20 mL PBS-Tween-Puffer 
mit 5 µL des Strep-Tactin-Merrettichperoxidase-Konjugats (entspricht einer Verdünnung von 
1:4.000) bei Raumtemperatur unter leichtem Schütteln inkubiert. Danach wurde die Membran 
zweimal mit 20 mL PBS-Tween-Puffer und zweimal mit 20 mL PBS-Puffer gewaschen (jeder 
Schritt: 1 min bei RT unter leichtem Schütteln). Für die Detektion der Proteine wurde die 
Membran in 20 mL PBS-Puffer überführt und 200 µL Chloronaphthollösung sowie 20 µL 
Wasserstoffperoxidlösung zugegeben. Die chromogene Reaktion erfolgte unter leichtem 
Schwenken bei Raumtemperatur. Zur Dokumentation wurde die Membran eingescannt sowie 
anschließend getrocknet und lichtgeschützt gelagert. 
  
PBS-Puffer (Phosphate Buffered Saline)  
NaCl 8 g 
KCl 0,2 g 
Na2HPO4  0,256 g 
KH2PO4 0,2g 
dH2O auf 1 L 
Der pH-Wert wurde auf 7,4 eingestellt.  
 
PBS-Blockierlösung 
PBS-Puffer mit 0,5 % (v/v) Tween 20 und 5 % (w/v) Milchpulver 
 
PBS-Tween-Puffer 
PBS-Puffer mit 0,1 % (v/v) Tween 20  
 
Chloronaphthollösung 
3 % (w/v) 4-Chloro-1-Naphthol in Methanol 
 
2 Material und Methoden 33 
Wasserstoffperoxidlösung 
30 % (v/v) H2O2 
 
2.4.8 Enzymaktivitätstests 
2.4.8.1 Bestimmung der Aktivität PQQ-abhängiger Enzyme  
Die Aktivität PQQ-abhängiger Dehydrogenasen wurde mithilfe der artifiziellen 
Elektronenakzeptoren Phenazinmethosulfat (PMS) und 2,6-Dichlorphenolindophenol 
(DCPIP) bestimmt. Die Reduktion des Endakzeptors DCPIP wurde photometrisch mit einem 
Jasco V-600 Spektrophotometer (Jasco, Gross-Umstadt, Germany) verfolgt. Die Temperatur 
wurde dabei mit einem Jasco ETC-717 Peltier-Thermostat konstant gehalten. Für die 
Auswertung der Daten wurde die Spectra Manager III Software verwendet. Das 
Absorptionsspektrum von DCPIP ist pH-abhängig. Bei einem pH-Wert von 5 liegt das 
Absorptionsmaximum von DCPIP bei 520 nm, während es bei einem pH-Wert von 6 - 8,75 
bei 600 nm liegt. Folgende Extinktionskoeffizienten für DCPIP wurden zur Berechnung der 
Aktivität verwendet: ε = 10,5 mM-1 cm-1 bei pH 5, ε = 17,2 mM-1 cm-1 bei pH 6, 
ε = 21 mM-1 cm-1 bei pH 7 und ε = 23 mM-1 cm-1 bei pH 8,75 (Armstrong, 1964; Hölscher et 
al., 2007). Die Reaktionsansätze mit einem Endvolumen von 1 mL enthielten Puffer (50 mM 
Natriumacetat-Kaliumphosphat-Puffer pH 5/ 40 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6 - 7/ 
167 mM Tris-HCl-Puffer pH 8,75), 0,67 mM PMS, 0,1 mM DCPIP, 10 – 60 mM Substrat und 
gereinigtes Enzym, Membranfraktionen oder ruhende Zellen. Die durch Membranen oder 
ruhende Zellen verursachte Trübung in den Ansätzen war geringer als 0,2 und wurde durch 
Anpassung der Basislinie korrigiert. Standardmäßig wurden die Tests in 1 mL 
Kunststoffküvetten bei 25 °C durchgeführt und die Reaktionen durch die Zugabe von Substrat 
oder Enzym gestartet. Eine Unit wurde definiert als die Menge Enzym, die 1 µmol Substrat 
pro Minute umsetzt, und die Volumenaktivität mithilfe des Lambert-Beer’schen Gesetztes 
wie folgt berechnet: 
2 Material und Methoden 34 
 
U/mL = ∆E/min * V 
                d * ε * v   
 
mit ∆E/min = Änderung der Extinktion pro min 
d = Schichtdicke der Küvette [cm] 
ε = Extinktionskoeffizient [mM-1 cm-1] 
V = Gesamtvolumen des Testansatzes [mL] 
v = eingesetztes Volumen des Enzyms [mL] 
 
Um die spezifische Aktivität [U/mg] zu erhalten, wurde die Volumenaktivität durch die 
Enzymkonzentration dividiert.  
 
Die Messung der Aktivität mit dem Substrat L-Sorboson erfolgte, aufgrund der starken 
Reaktivität dieses Substrats mit DCPIP, mit dem artifziellen Elektronenakzeptor Ferricyanid 
in einer Endkonzentration von 1 mM (Messung bei 420 nm, ε = 1,04 mM-1 cm-1 bei pH 7, 
ε = 1,1 mM-1 cm-1 bei pH 8). Da ein Molekül Ferricyanid im Gegensatz zu DCPIP nur ein 
Elektron aufnimmt, bei der Oxidation eines Substratmoleküls durch die Dehydrogenasen 
jedoch zwei Elektronen frei werden, wurde ∆E/min in diesem Fall zur Berechnung der 
Aktivität durch zwei dividiert. 
 
2.4.8.2 Messung der Aktivität von NAD(P)H-abhängigen Enzymen 
Um die Aktivität von NAD(P)H-abhängigen Enzymen zu bestimmen, wurde die Änderung 
der Absorption von NAD(P)H bei 340 nm (ε = 6,22 mM-1 cm-1) mit einem Jasco V-600 
Spektrophotometer (Jasco, Gross-Umstadt, Germany) verfolgt. Dabei wurde die Temperatur 
mithilfe eines Jasco ETC-717 Peltier-Thermostats konstant auf 25 oder 30 °C gehalten und 
die Daten wurden mithilfe der Spectra Manager III Software ausgewertet. Die 
Reaktionsansätze mit einem Endvolumen von 1 mL enthielten 40 mM Kaliumphosphatpuffer 
(pH 6,5), 125 µM NAD(P)H bzw. NAD(P)+, 10 mM Substrat und Enzym. Die Reaktionen 
wurden durch die Zugabe von Substrat oder Enzym gestartet. Die Berechnung der Aktivität 
erfolgte analog zu der für PQQ-abhängige Enzyme (siehe Abschnitt 2.4.8.1).  
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2.4.8.3 Bestimmung des pH- und Temperaturoptimums 
Der optimale pH-Wert für ein Enzym wurde mit dem jeweiligen Standard-Aktivitätstest 
bestimmt, wobei der pH-Wert des Puffers variiert wurde. In einem pH-Bereich von 5 – 5,5 
wurde 50 mM Natriumacetatpuffer verwendet und bei pH-Werten von 6 – 8 wurde 
40 mM Kaliumphosphatpuffer eingesetzt. Um mögliche Effekte der unterschiedlichen Puffer 
auszuschließen, wurde zudem McIlvaine-Puffer (McIlvaine, 1921) und die modifizierte 
Methode von Salusjärvi et al. (2004) angewandt. Letzteres Puffersystem bestand aus 
Natriumacetat (pH 4,5 – 6,5), Kaliumphosphat (pH 6,5 - 8,0) und Tris-HCl (pH 8,0 – 10) in 
einer Endkonzentration von jeweils 50 mM. Die Kombination der drei Pufferlösungen ergab 
einen pH-Wert von 7. Durch das Einstellen des pH-Werts mit Salzsäure, beziehungsweise 
Natronlauge, konnten aus diesem Ausgangspuffer verschiedene Puffer mit pH-Werten 
zwischen 5 und 10 hergestellt werden. Für die Bestimmung des Temperaturoptimums eines 




Die Enzymtests für die Bestimmung der kinetischen Parameter wurden bei 25 oder 30 °C 
unter optimalen pH-Bedingungen durchgeführt. Zur Bestimmung der Michaelis-Konstante 
(KM) für ein bestimmtes Substrat wurde die Substratkonzentration bei konstanter 
Cofaktorkonzentration variiert. Die Ermittlung des KM-Werts für den jeweiligen Cofaktor 
erfolgte durch Variation von dessen Konzentration bei konstanter Substratkonzentration 
(Michaelis & Menten, 1913). Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit (Vmax) und die 
KM-Werte wurden durch nicht-lineare Regression der Michaelis-Menten-Daten unter 
Verwendung des Programms GraphPad Prism bestimmt. Außerdem erfolgte eine lineare 
Regression (Lineweaver-Burk-Auftragung) der Michaels-Menten-Daten. Anhand der sich 
daraus ergebenden Geradengleichung (y = m * x + b) konnten die kinetischen Parameter 
ebenfalls berechnet werden. (KM = m/b, Vmax = 1/b).  
  
Der KM-Wert gibt die Substrat- bzw. Cofaktorkonzentration an, bei der ein Enzym die 
halbmaximale Reaktionsgeschwindigkeit (½ Vmax) erreicht. Je höher die Wechselzahl kcat und 
je niederiger der KM-Wert eines Enzyms ist, desto größer ist die katalytische Effizienz 
(kcat/KM). Die Wechselzahl kcat berechnet sich dabei aus der maximalen 
Reaktionsgeschwindigkeit dividiert durch die Molmenge des Enzyms pro Milligramm (kcat = 
Vmax/[mol/mg Enzym]). 
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2.4.8.5 Rekonstitution eines Apoenzyms mit PQQ 
Um PQQ-abhängige Enzyme von der inaktiven Apoform in die Holoform umzusetzen, 
wurden sie mit dem Cofaktor PQQ rekonstituiert. Dazu wurde jeweils die adäquate 
Proteinmenge für einen Aktivitätstest in 1 mL Puffer mit 16,5 µM PQQ und 20 mM CaCl2 
oder MgSO4 für 10 Minuten auf Eis oder bei Raumtemperatur inkubiert (Hölscher et al., 
2007). Anschließend erfolgte die Messung der spezifischen Aktivität des rekonstituierten 
Enzyms unter Verwendung der artifiziellen Elektronenakzeptoren PMS und DCPIP (siehe 
Abschnitt 2.4.8.1) 
 
2.4.8.6 Zugabe von polaren Lipiden zu gereinigten Membranproteinen 
Um zu überprüfen, ob die Zugabe von polaren Lipiden einen positiven Einfluss auf die 
Aktivität gereinigter Membranproteine hat, wurde der Extrakt von polaren Lipiden aus E. coli 
(Avanti Polar Lipids Inc.; Bezug über Otto Nordwald, Hamburg, Deutschland) verwendet. 
Der Lipidextrakt lag gelöst in Chloroform mit einer Konzentration von 25 mg/mL vor. Es 
wurden 1 – 10 µL dieser Lösung, entsprechend 25 – 250 µg der Lipide, zu jeweils 10 µL 
Chloroform in ein Mikroreaktionsgefäß überführt und das Chloroform anschließend in einem 
Vakuum-Konzentrator (Speed Vac) entfernt. Der getrocknete Lipidextrakt wurde durch die 
Zugabe des zu testenden Membranproteins, das in Puffer vorlag, resuspendiert und der Ansatz 
für einige Minuten auf Eis inkubiert. Anschließend wurde die Aktivität des Proteins getestet.  
 
2.4.9 Bestimmung der Sauerstoffverbrauchsrate von ruhenden Zellen und 
Membranfraktionen 
Die Sauerstoffverbrauchsrate von ruhenden Zellen und Membranfraktionen wurde mit einer 
Sauerstoffelektrode gemessen, die an einen elektrochemischen Prozessor 2000 angeschlossen 
war (Rank Brothers LTD, Cambridge, England, UK). Die Temperatur wurde dabei durch ein 
Wasserbad konstant auf 25 °C gehalten. Die Kalibrierung der Sauerstoffelektrode erfolgte 
durch die Zugabe von Natriumdithionit zu mit Sauerstoff gesättigtem Puffer (maximale 
negative Ausgangsspannung) bis zur vollständigen Reduktion (minimale negative 
Ausgangsspannung). Die maximale negative Ausgangsspannung wurde dem Sauerstoffgehalt 
einer gesättigten wässrigen Lösung bei 25 °C (8,11 mg/L) gleichgesetzt und die minimale 
negative Ausgangsspannung wurde einem Sauerstoffgehalt von null gleichgesetzt. Die 
Ansätze enthielten Membranfraktionen oder ruhende Zellen, 60 mM Substrat und 
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40 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 6 oder 7), der auf 3 mL zugegeben wurde. Die Reaktionen 
wurden durch die Zugabe des Substrats gestartet und die Abnahme der Ausgangsspannung 
über die Zeit verfolgt.  
 
2.4.10 Bestimmung von Substrat- und Produktkonzentrationen in 
Kulturen 
2.4.10.1 Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) 
Die Konzentrationen von Glukonat, 2-Keto-D-Glukonat und 5-Keto-D-Glukonat in dem 
Medium von in YG angezogenen G. oxydans Kulturen wurden mittels HPLC bestimmt. Dazu 
wurde jeweils 1 mL der Kultur abzentrifugiert (8.000 x g, 5 min), der Überstand durch eine 
0,45-µm Membran filtriert und anschließend in der HPLC eingesetzt. Es wurde das HPLC-
System der Firma Knauer (Berlin, Deutschland) mit einer Aminex-HPX87H-Säule (300 x 7,8 
mm; Bio-Rad, München, Deutschland) verwendet. Als mobile Phase diente 5 mM 
Schwefelsäure mit einer Fließrate von 0,3 mL min-1. Die Säulentemperatur betrug 65 °C. Die 
Detektion von Glukonat, 2-Keto-D-Glukonat und 5-Keto-D-Glukonat erfolgte bei 210 nm in 
einem UV-Detektor (Miller et al., 1987). Zur Auswertung der Daten wurde die Software 
ChromGate Client, Version 3.1.7, eingesetzt. Die Konzentration der Glukonate wurde durch 
den Vergleich mit entsprechenden Kalibriergeraden käuflicher Standards (1 - 150 mM für 
Glukonat, 1 – 50 mM für 2-Keto-D-Glukonat und 5-Keto-D-Glukonat) bestimmt.  
 
2.4.10.2 Glukosebestimmung 
Für die Bestimmung des Glukosegehalts in dem Überstand von in YG-Medium angezogenen 
G. oxydans Kulturen wurde ein D-Glukose/D-Fruktose UV-Testkit (R-Biopharm AG, 
Darmstadt, Deutschland) nach Angaben des Herstellers verwendet. Die Reaktionen wurden in 
1 mL Kunststoffküvetten angesetzt und das Testvolumen dabei auf ein Drittel der in dem Kit 
angegebenen Menge reduziert.  
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2.5 Verwendete Programme und bioinformatische 
Methoden  
 
Zum Abgleich von Gen- und Proteinsequenzen mit anderen veröffentlichten Sequenzen 
wurden verschiedene NCBI BLAST-Programme (Basic Local Alignment Search Tool) 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (Altschul et al., 1997) verwendet. Die 
Proteindatenbanken wurden über die Internetseiten von NCBI (National Center for 
Biotechnology Information) und KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/; http://www.genome.jp/kegg/) abgerufen. Das theoretische 
Molekulargewicht und der isoelektrische Punkt von Proteinen wurde mit einem speziellen 
ExPASy Tool (http://web.expasy.org/compute_pi/) bestimmt. Zur Vorhersage von 
Transmembranhelices wurden das Bioinformatikprogramm Phobius (http://phobius.sbc.su.se) 
und der TMHMM Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) verwendet. Die 
Vorhersage von Signalpeptiden erfolgte über den SignalP 4.1 Server 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) (Petersen et al., 2011). Daneben wurde die 
Vorhersage von Sekundärstrukturen auch mit Psipred durchgeführt 
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) (Buchan et al., 2013; Jones, 1999). Wichtige 
Proteindomänen wurden über die entsprechenden Tools von NCBI, InterPro und Pfam 27.0 
identifiziert (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi; http://www.ebi.ac.uk/ 
interpro/; http://pfam.sanger.ac.uk/) (Hunter et al., 2012; Marchler-Bauer & Bryant, 2004; 
Marchler-Bauer et al., 2009, 2011; Punta et al., 2012). Zur Modellierung von 
dreidimensionalen Proteinstrukturen wurde das Programm Cn3D 4.3 verwendet 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/CN3D/cn3d.shtml) (Wang et al., 2000).  
 
Die Arbeit wurde mit Microsoft Office 2003 angefertigt. Die Verwaltung und das Zitieren 
von Literaturquellen erfolgten unter Verwendung von Zotero (Roy Rosenzweig Center for 
History and New Media, Fairfax, Virginia, USA). Für die Bildbearbeitung wurden die 
Programme Photoshop 5.5 (Adobe Systems, San Jose, USA) und GIMP 2 (The GIMP Team, 
http://www.gimp.org) eingesetzt. DNA-Sequenzen wurden mit dem Programm Chromas Lite 
(Technelysium, South Brisbane, Australien) ausgewertet und exportiert. Für die Simulation 
von Klonierungen und die Erstellung von Vektorkarten wurde das Programm Clone 
Manager 9 (Scientific and Educational Software, Cary, North Carolina, USA) verwendet und 
zur Darstellung von Strukturformeln diente das Programm ChemDraw Ultra 11.0 
(PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, USA). Die lineare und nicht-lineare Regression von 
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Michaelis-Menten Daten zur Ermittlung der kinetischen Paramter von Enzymen erfolgte mit 
dem Programm GraphPad Prism (GraphPad Sofware, San Diego, Kalifornien, USA). 
  




Essigsäurebakterien zeichnen sich durch die Fähigkeit aus, Zucker, Alkohole und Polyole 
unvollständig sowie stereo- und regioselektiv zu oxidieren (De Ley et al., 1984). Diese 
Eigenschaft macht Essigsäurebakterien zu wichtigen Organismen in der Biotechnologie. Die 
Schlüsselenzyme sind dabei membrangebundene Dehydrogenasen (Pronk et al., 1989), deren 
aktive Zentren zum Periplasma orientiert sind. Die Substrate dieser Enzyme werden direkt im 
periplasmatischen Raum oxidiert und die entstandenen Produkte über Porine in das Medium 
abgegeben (Deppenmeier & Ehrenreich, 2009). Einige membrangebundene Dehydrogenasen 
wurden aus den in dieser Arbeit verwendeten Essigsäurebakterien Gluconobacter oxydans 
und Gluconacetobacter diazotrophicus bereits isoliert und charakterisiert. Anhand von 
Genomanalysen wurden für diese Organismen jedoch auch putative membrangebundene 
Dehydrogenasen vorhergesagt, deren Funktion bisher noch nicht geklärt wurde. Die 
Aufreinigung und Charakterisierung dieser Dehydrogenasen stellt einen wichtiger Schritt dar, 
um das biotechnologische Potential der Organismengruppe voll ausnutzen zu können. Dazu 
werden geeignete Systeme benötigt, die die homologe Überproduktion und Aufreinigung von 
Membranproteinen aus Essigsäurebakterien erleichtern. In der Vergangenheit wurden 
verschiedene Expressionsvektoren für Essigsäurebakterien verwendet, deren Nutzen 
allerdings häufig eingeschränkt ist. Mit den von Kallnik et al. (2010) entwickelten Vektoren 
pBBR1p264 und pBBR1p452, die einen konstitutiven starken bzw. moderaten Promotor 
enthalten, stand bereits ein verbessertes Expressionssystem für G. oxydans zur Verfügung. In 
dieser Arbeit sollten die Vektoren durch die Integration der Sequenz für einen C-terminalen 
Strep-Tag optimiert werden. Es wurde geplant, Gene in diese Vektoren einzubringen und als 
Strep-Tag-Fusionsproteine zu exprimieren. Diese sollten dann über Strep-Tactin-
Affinitätschromatographie aufgereingt werden. Die Eignung der mit Strep-Tags versehen 
Vektoren für die Produktion und Aufreinigung von Proteinen aus G. oxydans sollte zunächst 
anhand des löslichen Proteins Gox1801 überprüft werden. Im Folgenden sollte die 
PQQ-abhängige Glukose-Dehydrogenase (mGDH) aus G. oxydans als Modellprotein für 
membrangebundene Dehydrogenasen eingesetzt werden. Neben der Aufreinigung des aktiven 
Enzyms unter Verwendung eines Strep-Tags und der Optimierung des 
Aufreinigungsprozesses durch die Modifikation des Affinitätstags, sollten auch die 
Auswirkungen der mGDH-Überproduktion auf die Atmungskette überprüft werden. Im 
3 Ergebnisse 41 
nächsten Schritt sollte das Expressionssystem für die Produktion und Aufreinigung von 
Gox1857, einer bisher noch nicht eingehend charakterisierten membrangebundenen 
Dehydrogenase aus G. oxydans, genutzt werden. Im letzten Schritt galt es, das in G. oxydans 
funktionale Expressionssystem auf andere Essigsäurebakterien zu übertragen. Dazu sollte die 
putative membrangebundene L-Sorboson-Dehydrogenase Gdi_3764 aus Ga. diazotrophicus 
homolog überproduziert werden.  
 
 
3.1 Konstruktion der Expressionsvektoren pBBR1p264-
ST und pBBR1p452-ST 
 
In die zur Verfügung stehenden Expressionsvektoren pBBR1p264 und pBBR1p452, mit 
einem starken bzw. moderaten Promotor (Kallnik et al., 2010), wurde die Sequenz für einen 
C-terminalen Strep-Tag II integriert, um die homologe Produktion und Aufreinigung von 
Proteinen aus G. oxydans über Strep-Tactin-Affinitätschromatographie zu ermöglichen. Für 
die Konstruktion des Überexpressionsvektors pBBR1p264-ST wurde die 773 bp umfassende 
Promotorregion aus Vektor pBBR1p264 anhand der Primer Upstrep_f und Upstrep_r 
amplifiziert (Abb. 1 A). Parallel dazu, wurde die Strep-Tag-Sequenz aus dem Vektor pASK-
IBA3plus (IBA GmbH, Göttingen, Deutschland) unter Verwendung der Primer Dostrep_f und 
Dostrep_r amplifiziert. Die Größe dieses Amplikons betrug 293 bp (Abb. 1 A). Während der 
Primer Upstrep_f eine PvuI-Restriktionsschnittstelle und der Primer Dostrep_r eine AscI- 
sowie zusätzlich eine SnaBI-Schnittstelle beinhaltete, enthielten die Primer Upstrep_r und 
Dostrep_f Überhänge, die eine Fusions-PCR der beiden DNA-Fragmente erlaubten. Durch die 
Fusions-PCR entstand ein DNA-Fragment von 1051 bp. (Abb. 1 B). Dieses wurde 
anschließend über die PvuI- und AscI-Restriktionsschnittstellen in den Vektor pBBR1MCS-2 
(Kovach et al., 1995) integriert, der bereits zuvor die Basis für die Konstruktion der oben 
genannten Ausgangsvektoren bildete. Der neue Expressionsvektor pBBR1p264-ST enthielt 
den starken Promotor p264, eine Strep-Tag-Sequenz und verschiedene 
Restriktionsschnittstellen für das Einbringen von Genen stromabwärts der Promotorregion 
sowie die Restriktionsschnittstellen für SnaBI und AscI stromaufwärts der Strep-Tag-Sequenz 
im Rahmen des Leserasters (Abb. 3 A). Letztere Restriktionsschnittstellen bieten Vorteile 
gegenüber anderen Restriktionsschnittstellen und sind deshalb besonders gut für die 
Klonierung geeignet. Bei SnaBI handelt es sich um ein Enzym, das glatte Enden liefert 
(Blunt-End-Cutter), die mit den Enden, die durch andere Blunt-End-Cutter entstehen, 
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kompatibel sind. AscI ist ein Restriktionsenzym mit einer acht Basen umfassenden 
Erkennungssequenz (Rare-Cutter), die selten in Genen gefunden wird. So ist die 
Wahrscheinlichkeit gering, dass das Restriktionsenzym auch in einem zu klonierenden Gen 
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Abb. 1: Darstellung der PCR-Produkte, die für die Konstruktion des Vektors pBBR1p264-ST 
verwendet wurden. (A) Produkte aus der PCR zur Amplifizierung der Promotorregion p264 
und der Strep-Tag II-Sequenz. Spur 1: GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific, von 
oben: 10.000, 8.000, 6.000, 5.000, 4.000, 3.500, 3.000, 2.500, 2.000, 1.500, 1.000, 750, 500, 
250 bp); Spur 2: amplifizierte Promotorregion p264; Spur 3: amplifizierte Strep-Tag-II-
Sequenz. (B) Produkt aus der PCR zur Fusion des DNA-Fragments, das die Promotorregion 
p264 enthielt, mit dem Strep-Tag-Fragment. Spur 1: GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo 
Scientific); Spur 2: Produkt der Fusions-PCR.  
 
Der Vektor pBBR1p452-ST, der den moderaten Promotor trug, wurde durch einen Austausch 
der Promotorregion in dem Vektor pBBR1p264-ST hergestellt (Abb. 3 B). Dazu wurde der 
Vektor pBBR1p452-Streplong (siehe Abschnitt 3.3.2, Abb. 17) mit den Restriktionsenzymen 
PvuI und SnaBI behandelt, das 677 bp umfassende Fragment mit der Promotorregion p452 
aus einem Agarosegel aufgereinigt (Abb. 2 A) und in den gleich behandelten Vektor 
pBBR1p264-ST eingebracht. Die Größe des Vektor-Fragments ohne die Promotorregion 
betrug 4944 bp (Abb. 2 A). Nach der Transformation von E. coli DH5α mit den ligierten 
Vektoren wurden jeweils Kolonie-PCRs durchgeführt. Zur Identifizierung von Kolonien, die 
Vektor pBBR1p264-ST enthielten, wurden die Primer Upstrep_f und Dostrep_ r verwendet. 
Das erwartete PCR-Produkt umfasste 1051 bp. Kolonien, die Vektor pBBR1p452-ST trugen, 
wurden unter Verwendung der Primer upGox452-f und pASK-r identifiziert. Die Größe des 
korrekten PCR-Produkts betrug 636 bp (Abb. 2 B). Die Plasmide wurden isoliert und in 
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einem Kontroll-Restriktionsverdau überprüft. Anschließend wurde durch eine Sequenzierung 




A.                                                             B.
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636 bp
 
Abb. 2: Darstellung der DNA-Fragmente, die zur Konstruktion des Vektors pBBR1p452-ST 
eingesetzt wurden, und des Produkts aus der PCR zur Identifizierung von Kolonien, die 
diesen Vektor trugen. (A) Restriktionsverdaue der Vektoren pBBR1p452-Streplong und 
pBBR1p264-ST. Spur 1: GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific, von oben: 10.000, 
8.000, 6.000, 5.000, 4.000, 3.500, 3.000, 2.500, 2.000, 1.500, 1.000, 750, 500, 250 bp); Spur 
2: DNA-Fragmente aus dem Restriktionsverdau von Vektor pBBR1p452-Streplong mit PvuI 
und SnaBI; Spur 3: DNA-Fragmente aus dem Restriktionsverdau von Vektor pBBR1p264-ST 
mit PvuI und SnaBI. (B) Produkt aus der Kolonie-PCR zur Identifizierung von Kolonien, die 
Vektor pBBR1p452-ST trugen. Spur 1: GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific); 








































Abb. 3: Darstellung der Expressionsvektoren mit integriertem Strep-Tag II. (A) pBBR1p264-
ST; (B) pBBR1p452-ST. Mit rep: Replikationsursprung; Kan: Kanamycinresistenzkassette, 
mob: Mobilisierungsgen; Streptag: Sequenz für den Strep-Tag II; p264: Promotorregion des 
Gens gox0264; p452: Promotorregion des Gens gox0452. 
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3.2 Die Succinat-Semialdehyd-Reduktase Gox1801 aus 
G. oxydans 
 
Eine bioinformatische Analyse der Proteinsequenz von Gox1801 ergab, dass es sich bei dem 
Enzym vermutlich um eine NAD(P)H-abhängige γ-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase oder 
Succinat-Semialdehyd-Reduktase handelt. Dies sollte in dieser Arbeit experimentell überprüft 
werden. Für die Überproduktion des Proteins in G. oxydans wurde der Expressionsvektor 
pBBR1p264-ST mit dem starken Promotor gewählt. Es war davon auszugehen, dass Gox1801 
ohne Probleme in großen Mengen überproduziert werden konnte, da es sich um ein lösliches 
Protein handelt. Das Strep-Tag-Fusionsprotein wurde über Strep-Tactin-
Affinitätschromatographie aus dem Zelllysat isoliert und das gereinigte Enzym im Anschluss 
charakterisiert.  
 
3.2.1 Bioinformatische Analyse des Proteins Gox1801 
Das Gen gox1801 aus G. oxydans 621H kodiert ein 290 Aminosäuren umfassendes Protein 
mit einem theoretischen Molekulargewicht von 30,2 kDa und einem isoelektrischen Punkt 
von 5,61. Über eine Datenbankanalyse mit InterPro (http://www.ebi.ac.uk/interpro/, 10.12.13) 
(Hunter et al., 2012) wurde für das Protein Gox1801 eine NAD(P)-Bindedomäne identifiziert, 
wie sie auch in der 6-Phosphoglukonat-Dehydrogenase vertreten ist (IPR006115). 
Charakteristisch für diese Domänen ist die Rossmann-Faltung, bei der sechs parallele 
β-Faltblätter über α-Helices miteinander verbunden sind (Rossmann et al., 1974). Zusätzlich 
wurde auch eine multi-helikale C-terminale Domäne detektiert, die der der 
6-Phosphoglukonat-Dehydrogenase ähnlich ist. Eine Datenbankanalyse mittels Pfam 
(http://pfam.sanger.ac.uk/, 11.12.13) (Punta et al., 2012) zeigte für Gox1801 zusätzlich eine 
NAD(P)-Bindestelle an, die aus einer NADP-abhängigen 3-Hydroxyisobutyrat-
Dehydrogenase von Thermus thermophilus bekannt ist (Lokanath et al., 2005). Weder mit 
dem TMHMM Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/, 10.12.13) noch mit 
dem Bioinformatikprogramm Phobius (http://phobius.sbc.su.se/, 10.12.13) wurden 
Transmembrandomänen oder ein Signalpeptid für das Protein Gox1801 vorhergesagt. Auch 
über den SignalP 4.1 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/, 10.12.13) (Petersen et 
al., 2011) wurde kein Signalpeptid identifiziert. Folglich muss es sich bei Gox1801 um ein 
cytoplasmatisches Enzym handeln. Die mit Psipred (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/, 
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10.12.13) (Buchan et al., 2013; Jones, 1999) bestimmte Sekundärstruktur des Proteins ist in 
Abb. 4 dargestellt. In der vorhergesagten Sekundärstruktur liegen überwiegend α-Helices mit 
Längen von 4 – 29 Aminosäuren und wenig ausgeprägt β-Faltblätter vor. Für die mit InterPro 
identifizierte NAD(P)-Bindestelle von Gox1801 sind die an der Rossmann-Faltung beteiligten 
β-Faltblätter und α-Helices (Aminosäuren 5 – 158) zu erkennen. Auch eine multihelikale 
C-terminale Domäne wurde mit Psipred angezeigt. Dagegen konnten für die zweite NAD(P)-
Bindedomäne, die über Pfam ermittelt wurde (Aminosäuren 161 – 277), keine β-Faltblatt-
Strukturen identifiziert werden. Da diese jedoch für eine Rossmann-Faltung notwendig sind, 
ist unklar, ob Gox1801 tatsächlich eine zweite NAD(P)-Bindedomäne besitzt. 
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Abb. 4: Sekundärstruktur des Proteins Gox1801. Rosafarbene Röhren: α-Helices; Gelbe 
Pfeile: β-Stränge; Schwarze Linien: Windungen; Conf: Konfidenz der Vorhersage; Pred: 
vorhergesagte Sekundärstruktur; AA: Aminosäuresequenz. Die Abbildung wurde mit der 
Psipred Webseite erstellt. 
 
Die Suche in der nicht redundanten BLAST-Datenbank von NCBI 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, 10.12.13) (Altschul et al., 1997) zeigte hohe 
Homologien von Gox1801 zu putativen Oxidoreduktasen und Dehydrogenasen an. Dazu 
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gehörten eine Oxidoreduktase aus Gluconobacter thailandicus (WP_007282488; 80 % 
Identität, 100 % Sequenzabdeckung), eine Oxidoreduktase aus Gluconobacter oxydans H24 
(YP_006982810.1; 80 % Identität, 100 % Sequenzabdeckung), eine 3-Hydroxy-Isobutyrat-
Dehydrogenase aus Gluconobacter morbifer (WP_008850661; 80 % Identität, 100 % 
Sequenzabdeckung) und eine β-Hydroxysäure-Dehydrogenase aus Gluconobacter frateurii 
NBRC 103465 (GAD11205; 80 % Identität, 98 % Sequenzabdeckung). Da diese Proteine 
jedoch nicht biochemisch charakterisiert sind, wurde auch eine BLAST-Analyse unter 
Verwendung der UniProtKB/Swissprot-Datenbank durchgeführt. Diese ergab, dass Gox1801 
geringere Homologien zu Proteinen aus Pro- und Eukaryoten, wie der 
2-(Hydroxymethyl)Glutarat-Dehydrogenase aus Eubacterium barkeri (Q0QLF5; 33 % 
Identität, 96 % Sequenzabdeckung), der Glyoxylat/Succinat-Semialdehyd-Reduktase 1 bzw. 
γ-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase aus Arabidopsis thaliana (Q9LSV0; 30 % Identität, 96 % 
Sequenzabdeckung) und der 2-Hydroxy-3-Oxopropionate-Reduktase bzw. Tartronat-
Semialdehyd-Reduktase aus Escherichia coli K-12 (P77161; 31 % Identität, 95 % 
Sequenzabdeckung) aufweist. Bei der BLAST-Suche nach Proteinen mit bereits bekannter 
Struktur wurden außerdem geringe Homologien von Gox1801 zu den γ-Hydroxybutyrat-
Dehydrogenasen aus Geobacter sulfurrenducens (3PDU_A; 33 % Identität, 94 % 
Sequenzabdeckung) und Geobacter metallireducens (3PEF_A; 33 % Identität, 96 % 
Sequenzabdeckung) (Zhang et al., 2011) sowie einer β-Hydroxysäure-Dehydrogenase aus 
Eubacterium barkeri (3CKY_A; 33 % Identität, 96 % Sequenzabdeckung), die in die 
Nikotinat-Fermentation involviert ist (Reitz et al., 2008), festgestellt. 
 
3.2.2 Klonierung des Gens gox1801 aus G. oxydans 
Das Gen gox1801 wurde, inklusive der stromaufwärts gelegenen Ribosomenbindestelle, mit 
den Primern gox1801ClaI-f und gox1801SanBI-r in einer PCR aus genomischer DNA von 
G. oxydans 621H amplifiziert. Das 914 bp umfassende Amplikon (Abb. 5 A) wurde 
anschließend über die angefügten Restriktionsschnittstellen für ClaI und SnaBI in den 
Expressionsvektor pBBR1p264-ST eingebracht, so dass der Vektor pBBR1p264-gox1081-ST 
entstand (Abb. 6). Zur Identifizierung von E. coli-Kolonien, die das Plasmid mit dem 
gewünschten DNA-Fragment trugen, wurde eine Kolonie-PCR mit den Primern pBBR1-f und 
pASK-r durchgeführt. Die erwartete Größe des PCR-Produkts betrug 1562 bp (Abb. 5 B). Das 
isolierte Plasmid wurde in einem Kontroll-Restriktionsverdau überprüft und anschließend 
wurde durch eine Sequenzierung mit den Primern pBBR1-f und pASK-r sichergestellt, dass 
die Basensequenz korrekt war. Für die homologe Überexpression wurde der Vektor 
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Abb. 5: Herstellung des Vektors pBBR1p264-gox1801-ST. (A) Amplifizierung des Gens 
gox1801. Spur 1: GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific, von oben: 10.000, 8.000, 
6.000, 5.000, 4.000, 3.500, 3.000, 2.500, 2.000, 1.500, 1.000, 750, 500, 250 bp); Spur 2: 
Produkt der PCR zur Amplifizierung des Gens gox1801. (B) Produkt aus der PCR zur 
Identifizierung von E. coli-Kolonien, die das Plasmid mit dem Gen gox1801 trugen. Spur 1: 















Abb. 6: Darstellung des Vektors pBBR1p264-gox1801-ST. Mit rep: Replikationsursprung; 
p264: Promotorregion des Gens gox0264; gox1801: Gen gox1801; Kan: 
Kanamycinresistenzkassette, mob: Mobilisierungsgen; Streptag: Sequenz für den 
Strep-Tag II. 
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3.2.3 Überproduktion und Aufreinigung des Proteins Gox1801 
Kulturen von G. oxydans ∆hsdR mit dem Plasmid pBBR1p452-gox1801-ST wurden in 
500 mL YM-Medium bis zu einer OD600 nm von 0,8 – 1,2 angezogen, geerntet und 
anschließend mittels Ultraschall lysiert. Das Strep-Tag-Fusionsprotein wurde aus dem klaren 
Lysat über eine Strep-Tactin-Säule aufgereinigt. Die Proteinkonzentrationen in den einzelnen 
Elutionsfraktionen wurden mit dem Bradford-Reagenz bestimmt. Dabei wurden 
Konzentrationen von bis zu 0,34 mg/mL ermittelt. Die Gesamtausbeute an Protein lag, je nach 
Präparation, zwischen 0,38 und 0,57 mg aus 500 mL Kultur. Es zeigte sich, dass das Enzym 
bevorzugt Succinat-Semialdehyd umsetzte. Die spezifische Aktivität des aufgereinigten 
Proteins Gox1801, gemessen in Ansätzen mit 10 mM Succinat-Semialdehyd als Substrat und 
125 µM NADH als Elektronendonor in 1 mL 40 mM KP-Puffer pH 6,5 bei 30 °C, betrug 
225 ± 36 U/mg. Mit NADPH als Elektronendonor zeigte das Enzym Gox1801 eine ähnliche 
spezifische Aktivität von 230 ± 19 U/mg. Dementsprechend waren sowohl NADH als auch 
NADPH geeignete Elektronendonoren für Gox1801. 
 
3.2.3.1 SDS-PAGE und Western-Blot des Proteins Gox1801 
Die Elutionsfraktionen aus der Aufreinigung von Gox1801 wurden in einer SDS-PAGE und 
einem Western-Blot analysiert. Dabei war in dem mit Silber gefärbten SDS-Gel eine einzelne 
deutliche Bande, für die anhand des Größenstandards ein Molekulargewicht von 32 kDa 
ermittelt wurde, zu erkennen (Abb. 7 A). Dies entsprach dem theoretischen Molekulargewicht 
des Proteins mit dem angefügten Strep-Tag II von 31,7 kDa. Auch auf dem Western-Blot 
konnte über das Strep-Tactin-Meerrettichperoxidase-Konjugat eine entsprechende Bande 
detektiert werden (Abb. 7 B) 
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Abb. 7: SDS-PAGE und Western-Blot des Proteins Gox1801. (A) SDS-PAGE. Spur 1: 
PageRuler Unstained Protein Ladder (Thermo Scientific, von oben: 200, 150, 120, 100, 85, 
70, 60, 50, 40, 30, 25, 20, 15 kDa); Spur 2: gereinigtes rekombinantes Protein Gox1801. (B) 
Western-Blot. Spur 1: PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, von oben: 
170, 130, 95, 72, 55, 43, 34, 26, 17 kDa); Spur 2: Protein Gox1801. 
 
3.2.3.2 Native PAGE des Proteins Gox1801 
Das gereinigte Protein Gox1801 wurde zusätzlich in einer nativen PAGE untersucht (Abb. 8). 
Die entsprechende Proteinbande wurde in diesem Fall bei einer Größe von 133,6 kDa 
detektiert, was darauf schließen ließ, dass Gox1801 in nativer Form als Tetramer vorliegt.  
 
1    2 
 
Abb. 8: Native PAGE des Proteins Gox1801. Spur 1: Größenstandard (High Molecular 
Weight Calibration Kit for Native Electrophoresis, GE Healthcare, von oben: 669, 440, 232, 
140, 66 kDa); Spur 2: gereinigtes Protein Gox1801.  
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3.2.3.3 Bestimmung des pH-Optimums von Gox1801 
Der optimale pH-Wert für die Reduktion von Succinat-Semialdehyd durch das Enzym 
Gox1801 wurde mit 125 µM NADH als Elektronendonor und 10 mM Succinat-Semialdehyd 
bei 25 °C in 1 mL Puffer bestimmt. Dabei wurde 50 mM Na-Acetat Puffer pH 5 - 5,5 oder 
40 mM KP-Puffer pH 6 – 8 eingesetzt. Da die Aktivität des Enzyms in McIlvaine-Puffer 
(McIlvaine, 1921) und dem modifizierten Puffer nach Salusjärvi (2004) stark reduziert war, 
wurden diese Puffer nicht für die Bestimmung des pH-Optimums verwendet. Die spezifische 
Aktivität von Gox1801 in Abhängigkeit von dem pH-Wert ist beispielhaft für eine 
Enzympräparation in (Abb. 9) dargestellt. Für andere Enzympräparationen war das Ergebnis 
vergleichbar. Der optimale pH-Wert des Enzyms Gox1801 für die Reduktion von Succinat-




























Abb. 9: Abhängigkeit der spezifischen Aktivität des Enzyms Gox1801 von dem pH-Wert 
beispielhaft dargestellt für eine Enzympräparation. Die spezifische Aktivität wurde bei 25 °C 
mit 10 mM Succinat-Semialdehyd und 125 µM NADH gemessen.  
 
3.2.3.4 Ermittlung des Temperaturoptimums von Gox1801 
Um die optimale Temperatur für die durch Gox1801 katalysierte Reduktion von Succinat-
Semialdehyd zu bestimmen, wurde die spezifische Aktivität des Enzyms mit 125 µM NADH 
und 10 mM Succinat-Semialdehyd in 1 mL 40 mM KP-Puffer pH 6,5 bei Temperaturen von 
20 bis 60 °C ermittelt. Die Abhängigkeit der spezifischen Aktivität des Enzyms von der 
Temperatur ist in Abb. 10 beispielhaft für eine Enzympräparation dargestellt. Mit anderen 
Enzympräparationen wurde mit steigender Temperatur ein vergleichbarer Verlauf der 
spezifischen Aktivität des Enzyms festgestellt. Die höchste spezifische Aktivität von 
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Gox1801 wurde bei einer Temperatur von 30 °C gemessen. Dies entspricht der optimalen 


























Abb. 10: Abhängigkeit der spezifischen Aktivität des Enzyms Gox1801 von der Temperatur 
beispielhaft dargestellt für eine Enzympräparation. Die spezifische Aktivität wurde mit 
10 mM Succinat-Semialdehyd und 125 µM NADH bei einem pH-Wert von 6,5 gemessen. 
 
3.2.3.5 Überprüfung der Aktivität von Gox1801 mit γ-Hydroxybutyrat 
Durch die von Gox1801 katalysierte NADH- bzw. NADPH-abhängige Reduktion von 
Succinat-Semialdehyd entsteht das Produkt γ-Hydroxybutyrat. Es sollte überprüft werden, ob 
das Enzym auch die Rückreaktion, also die NAD+- bzw. NADP+-abhängige Oxidation von 
γ-Hydroxybutyrat zu Succinat-Semialdehyd katalysiert. Die Aktivität des Enzyms wurde mit 
10 - 200 mM γ-Hydroxybutyrat und 125 - 250 µM NAD+ oder NADP+ bei 30 °C in 1 mL 
Puffer bei unterschiedlichen pH-Werten gemessen. Es wurden 40 mM KP-Puffer (pH 6 - 7), 
50 mM Tris-HCl-Puffer (pH 8 – 9) oder 100 mM Natriumcarbonat-Puffer (pH 9,5 – 10) 
eingesetzt. Doch auch bei dem optimalen pH-Wert von 9 für diese Reaktion war die 
spezifische Aktivität, gemessen mit 125 µM NAD+ und 100 mM γ-Hydroxybutyrat, mit 
4 ± 0,5 U/mg sehr gering. Eine Überprüfung des Reaktionsgleichgewichts mit äquimolaren 
Mengen von NADH und Succinat-Semialdehyd (jeweils 250 µM) bei pH 6,5 und 30 °C 
zeigte, dass das Succinat-Semialdehyd vollständig zu γ-Hydroxybutyrat umgesetzt wurde, 
ohne dass eine Rückreaktion zu beobachten war. Somit war davon auszugehen, dass die 
Reduktion von Succinat-Semialdehyd zu γ-Hydroxybutyrat durch das Enzym Gox1801 stark 
favorisiert wurde.  
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3.2.3.6 Substratspektrum des Enzyms Gox1801 
Die Reduktion bzw. Oxidation von weiteren Substraten durch das Enzym Gox1801 wurde in 
40 mM KP-Puffer pH 6,5 mit 10 mM Substrat und 125 µM NADH bzw. NAD+ getestet. 
Dabei wurden geringe Aktivitäten mit Glyoxal, Phenylglyoxal und Methylglyoxal festgestellt 
(siehe Tabelle 4).  
 
Tabelle 4: Substratspektrum von Gox1801. 





aDie Oxidation der Substrate durch das Enzym Gox1801 wurde bei 
einem pH-Wert von 6,5 in 40 mM KP-Puffer mit 10 mM Substrat 
und 125 µM NADH gemessen. Die Aktivitäten sind als Prozentanteil 
bezogen auf die Aktivität mit Succinat-Semialdehyd (225 U/mg) 
angegeben. Eine Unit wurde definiert als die Menge Enzym, die die 
Umsetzung von 1,0 µmol Substrat pro Minute katalysiert. 
 
Mit den Substraten α- und β-Hydroxybutyrat, 2-Keto-D-Glukose, α-Ketoglutarat, 
Natriumpyruvat, Ethylacetoacetat, Formaldehyd, Butyraldehyd, Benzaldehyd, Glycoaldehyd, 
o-, p- und m-Tolualdehyd, Propionaldehyd, Salicylaldehyd, Glutaraldehyd, 2- und 
3-Methylbenzaldehyd, Phenylacetaldehyd, Cinnamaldehyd, Hydrocinnamaldehyd, 
Hexylaldehyd, Heptylaldehyd, Octylaldehyd, Nonylaldehyd, Decylaldehyd, Undecylaldehyd, 
und Dodecylaldehyd konnte keine Aktivität von Gox1801 festgestellt werden.  
 
3.2.3.7 Bestimmung der kinetischen Parameter des Enzyms Gox1801  
Die kinetischen Parameter des Enzyms Gox1801 für die Umsetzung von Succinat-
Semialdehyd wurden in 40 mM KP-Puffer pH 6,5 bei 30 °C bestimmt. Die Ansätze enthielten 
0,05 - 15 mM Substrat sowie 125 µM NADH. Alle Reaktionen wurden durch die Zugabe des 
Enzyms gestartet. Die spezifische Aktivität des Enzyms Gox1801 in Abhängigkeit von der 
Substratkonzentration (Michaelis-Menten-Auftragung) ist beispielhaft für eine 
Enzympräparation in Abb. 11 dargestellt. Die Ermittlung der kinetischen Parameter erfolgte 
durch nicht-lineare Regression der Miachaelis-Menten-Daten unter Verwendung des 
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Programms GraphPad Prism. Als Mittelwert für drei unabhängige Enzympräparationen wurde 
eine maximale Reaktionsgeschwindigkeit (Vmax) von 298 ± 40 U/mg und eine Michaelis-
Konstante (KM) von 5,1 ± 0,6 mM bestimmt. Die katalytische Effizienz, kcat/KM, betrug 
3,1 x 104 s-1 M-1. 
 
 
Abb. 11: Abhängigkeit der spezifischen Aktivität des Enzyms Gox1801 von der 
Substratkonzentration (Michaelis-Menten-Auftragung) beispielhaft für eine 
Enzympräparation. Die Messungen wurden mit Succinat-Semialdehyd als Substrat und 
125 µM NADH als Cofaktor bei einem pH-Wert von 6,5 und 30 °C durchgeführt. Die nicht-
lineare Regression der Daten erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism. 
 
Zusätzlich wurde auch eine lineare Regression (Lineweaver-Burk-Auftragung) der Michaelis-
Menten-Daten mit GraphPad Prism durchgeführt (Abb. 12). Die darüber ermittelten 
kinetischen Parameter waren mit denen, die anhand der nicht-linearen Regression bestimmt 
wurden, vergleichbar. 
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Abb. 12: Lineweaver-Burk-Auftragung der Michaelis-Menten-Daten für das Enzym 
Gox1801 mit dem Substrat Succinat-Semialdehyd beispielhaft dargestellt für eine 
Enzympräparation. Die Messungen wurden mit 125 µM NADH als Cofaktor bei 30 °C und 
einem pH-Wert von 6,5 durchgeführt. Zur Erstellung der Graphik wurde das Programm 
GraphPad Prism verwendet.  
 
3.2.3.8 Aktivität des Enzyms Gox1801 in Abhängigkeit von der Cofaktorkonzentration 
Der Einfluss der vorliegenden Konzentration der Cofaktoren NADH und NADPH auf die 
Aktivität von Gox1801 wurde ebenfalls untersucht. Für beide Elektronendonoren wurden die 
kinetischen Parameter KM und Vmax bestimmt. Dazu wurde die spezifische Aktivität des 
Enzyms in Reaktionsansätzen mit 10 mM Succinat-Semialdehyd in 1 mL 40 mM KP-Puffer 
pH 6,5 bei 30 °C mit variierenden Konzentrationen von NADH und NADPH (5 – 250 µM) 
ermittelt. Die nicht-lineare und lineare Regression der Daten erfolgte jeweils mit dem 
Programm GraphPad Prism (Abb. 13 und Abb. 14). 
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Abb. 13: Einfluss der Cofaktorkonzentration auf die spezifische Aktivität des Enzyms 
Gox1801 (Michaelis-Menten-Auftragung). Die Messungen wurden mit 10 mM Succinat-
Semialdehyd als Substrat bei 30 °C und einem pH-Wert von 6,5 durchgeführt. Die Graphik 
wurde mit dem Programm GraphPad Prism erstellt. Es sind jeweils beispielhaft die Daten für 
eine Enzympräparation gezeigt. (●) NADH; (■) NADPH.  
 
 
Abb. 14: Abhängigkeit der spezifischen Aktivität des Enzyms Gox1801 von der 
Konzentration der Cofaktoren NADH und NADPH dargestellt in der Lineweaver-Burk-
Auftragung jeweils beispielhaft für eine Enzympräparation. Die Erstellung der Graphik 
erfolgte unter Verwendung des Programms GraphPad Prism. (●) NADH; (■) NADPH.  
 
Anhand der nicht-linearen Regression wurde für NADH ein KM-Wert von 59 ± 5,5 µM und 
ein Vmax-Wert von 307 ± 7 U/mg ermittelt. Für NADPH ergab sich ein KM von 13 ± 4 µM und 
ein Vmax von 265 ± 20 U/mg. Über die lineare Regression wurden vergleichbare kinetische 
Parameter für die Cofaktoren bestimmt.  
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3.2.3.9 RT-qPCR 
Um festzustellen, ob das Protein Gox1801 eine wichtige Funktion in G. oxydans besitzt, 
wurde die Expression des Gens gox1801 in dem Wildtyp-Stamm überprüft. Dazu wurde die 
Transkriptabundanz des Gens gox1801 im Vergleich zum Expressionslevel eines 
Referenzgens in dem Kontrollstamm G. oxydans ∆hsdR, der lediglich das leere Plasmid 
pBBR1p452 trug, bestimmt. Das verwendete Referenzgen gox0378 kodierte das ribosomale 
Protein L23, das in die Translation involviert ist und dementsprechend konstitutiv mit hohen 
Raten exprimiert wird. Aus dem G. oxydans-Stamm wurde die Gesamt-RNA isoliert und in 
einer RT-qPCR der Quantifikationszyklus (Cp) für die beiden Gene bestimmt. Daraus wurde 
ein Differenzwert (∆Cp) und basierend darauf die Expressionsrate des Gens gox1801 im 
Vergleich zu dem Referenzgen gox0378 berechnet. Es zeigte sich, dass das Gen gox1801 
31-fach höher exprimiert wurde als das Referenzgen. Da das Gen stark exprimiert wurde, 
muss das Protein Gox1801 eine bedeutende Funktion in G. oxydans haben. 
 
 
3.3 Die membrangebundene Glukose-Dehydrogenase aus 
G. oxydans 
 
Die PQQ-abhängige membrangebundene Glukose-Dehydrogenase (mGDH) wurde als Modell 
zur Entwicklung eines Überproduktions- und Aufreinigungssystems für Membranproteine aus 
G. oxydans ausgewählt. Die mGDH spielt die Schlüsselrolle im oxidativen Glukose-
Metabolismus von G. oxydans und katalysiert den ersten Schritt in der Produktion von 
Ketoglukonaten über Glukonat. Das entsprechende Enzym aus G. suboxydans wurde bereits 
auf konventionellem Weg über Säulenchromatographie, nach Solubilisierung der 
Membranfraktion mit dem Detergenz Triton X-100, isoliert und charakterisiert (Ameyama et 
al., 1981). In dieser Arbeit wurde das entsprechende Protein aus G. oxydans durch 
Strep-Tactin-Affinitätschromatographie aufgereinigt. Dazu wurde das Gen gox0265, das die 
mGDH kodiert, zusammen mit der Sequenz für einen Strep-Tag II in den 
Überexpressionsvektor pBBR1p452, der einen Promotor moderater Stärke besitzt (Kallnik et 
al., 2010), eingebracht und als Strep-Tag-Fusionsprotein überexprimiert. Zusätzlich zu dem 
einfachen Strep-Tag II wurden auch zwei Strep-Tag-Varianten, die die Bindung des 
Fusionsproteins an die Säulenmatrix während der Affinitätschromatographie verbessern 
sollten, getestet. Die erste Variante zeichnete sich durch eine verlängerte Verbindungssequenz 
(Linker) zwischen dem Protein und dem Strep-Tag aus (Streplong). Dieser Tag wurde bereits 
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erfolgreich für die Aufreinigung eines löslichen, periplasmatischen Enzyms aus 
Sphingomonas wittichii eingesetzt (Zeiser et al., 2014). Es wurde vermutet, dass die 
verlängerte Linkersequenz bei der Aufreinigung von Membranproteinen, die unter 
Verwendung eines Detergenz solubilisiert wurden, von Vorteil ist. Der Affinitätstag könnte so 
weiter aus den vorliegenden Mizellen herausragen und entsprechend besser an die 
Strep-Tactin-Matrix binden. Die zweite Strep-Tag-Variante enthielt eine doppelte Strep-Tag-
Sequenz (One-Strep-Tag/Twin-Strep-Tag) und stammte aus dem Vektor pASG-IBA103 (IBA 
GmbH, Göttingen). Die Aminosäuresequenzen der drei verschiedenen Strep-Tags sind in 
Abb. 15 dargestellt. 
 
 
Abb. 15: Vergleich der Aminosäuresequenzen der in dieser Arbeit verwendeten 
Strep-Tag-Varianten. Fett: die aus acht Aminosäuren bestehende Sequenz des einfachen 
Strep-Tags. 
 
Neben der Aufreinigung der mGDH wurden die Auswirkungen der mGDH-Überproduktion 
auf die Atmungskette von G. oxydans an ganzen Zellen sowie an Membranfraktionen 
untersucht. Außerdem wurde die Glukonatproduktion in Kulturen des 
Überexpressionsstamms im Vergleich zu einem Kontrollstamm verfolgt.  
 
3.3.1 Bioinformatische Analyse der mGDH  
Die membrangebundene Glukose-Dehydrogenase aus G. oxydans 621H wird durch das Gen 
gox0265 kodiert, das 2427 Basenpaare umfasst. Das dementsprechend aus 808 Aminosäuren 
bestehende Protein besitzt ein theoretisches Molekulargewicht von 87 kDa sowie einen 
isoelektrischen Punkt von 5,56. Mit dem Bioinformatikprogramm Phobius 
(http://phobius.sbc.su.se, 30.11.13) wurden für das Protein fünf N-terminale 
Transmembranhelices und eine große periplasmatische Domäne (Aminosäuren 138 – 808) 
vorhergesagt. Der TMHMM Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/, 30.11.13) 
lieferte ein ähnliches Ergebnis. Eine NCBI Datenbanksuche nach konservierten Domänen 
(NCBI Conserved Domain Search, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi, 
10.12.13) (Marchler-Bauer & Bryant, 2004; Marchler-Bauer et al., 2009, 2011) ergab, dass 
das Protein zu den membrangebundenen PQQ-abhängigen Dehydrogenasen aus der 
Strep-Tag II  SA-WSHPQFEK 
Strep-Tag-long  YVGAPGGGSA-WSHPQFEK 
One-Strep-Tag YVSA-WSHPQFEKGGGSGGGSGGSAWSHPQFEK 
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Glukose/Quinat/Shikimat-Familie und der Unterfamilie der membrangebundenen 
PQQ-abhängigen Glukose-Dehydrogenasen gehört. In der konservierten Domäne der 
PQQ-abhängigen Glukose-Dehydrogenase wurden 10 von 10 Aminosäureresten, die das 
putative aktive Zentrum ausmachen (Bindestellen für Calcium und PQQ), und 48 von 48 
Aminosäuren, die für das konservierte Tryptophan Docking Motiv charakteristisch sind 
(Keitel et al., 2000), detektiert.  
 
3.3.2 Klonierung des mgdh-Gens (gox0265)  
Die erste Klonierung des Gens gox0265 erfolgte vor der Konstruktion der 
Expressionsvektoren pBBR1p264-ST und pBBR1p452-ST mit dem integrierten Strep-Tag. 
Deshalb war ein zusätzlicher Klonierungsschritt notwendig, um das Gen mit der Sequenz für 
einen Strep-Tag II zu fusionieren. Das Gen gox0265 wurde, inklusive 32 Basenpaaren der 
stromaufwärts liegenden Region (5’-UTR), amplifiziert. Somit enthielt das amplifizierte 
DNA-Produkt von 2491 bp (Abb. 16 A) auch die natürliche, zu dem mgdh-Gen gehörige 
Ribosomenbindestelle. Als Matrize für die PCR diente genomische DNA des Wildtyp-
Stamms G. oxydans 621H. Durch die verwendeten Oligonukleotide gox0265-p3_f und 
gox0265-p3_r wurden an beiden Enden BsaI-Restriktionsschnittstellen angefügt, über die das 
Amplikon in den Vektor pASK-IBA3plus (IBA GmbH, Göttingen, Deutschland) eingebracht 
werden konnte. Da sich auch eine BsaI-Schnittstelle in dem Gen selbst befindet, mussten die 
beiden entstandenen Genfragmente zuvor re-ligiert werden. Mit den Primern pASK3EcoRI_f 
und pASK3ST_r wurde das Gen gox0265 im Anschluss, einschließlich der C-terminalen 
Strep-Tag-Sequenz, aus dem entstandenen Konstrukt pASK3-gox0265 amplifiziert. Das 
2520 bp umfassende Amplikon (Abb. 16 B) konnte anschließend über die angefügten EcoRI- 
und XhoI-Restriktionsschnittstellen in den Expressionsvektor pBBR1p452 eingebracht 
werden (Abb. 19 A). E. coli-Kolonien, die einen Vektor mit dem Gen gox0265 trugen, 
wurden in einer Kolonie-PCR mit den Primern pBBR1-f und pASK-r identifiziert. Die Größe 
des zu erwartenden PCR-Produkts betrug 3107 bp (Abb. 16 C).  
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2491 bp 2520 bp
3107 bp
A.                                   B.                         C.    
1    2                                1       2       1       2
 
Abb. 16: Klonierung des Gens gox0265. (A) Produkt aus der PCR zur Amplifizierung des 
Gens gox0265. Spur 1: GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific, von oben: 10.000, 
8.000, 6.000, 5.000, 4.000, 3.500, 3.000, 2.500, 2.000, 1.500, 1.000, 750, 500, 250 bp); 
Spur 2: PCR-Produkt. (B) Produkt aus der PCR zur Amplifizierung des Gens gox0265 
zusammen mit der Strep-Tag II-Sequenz aus Vektor pASK-IBA3plus. Spur 1: GeneRuler 
1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific); Spur 2: PCR-Produkt. (C) Produkt der PCR zur 
Identifizierung von E. coli-Kolonien, die den Vektor pBBR1p452 mit dem Gen gox0265 
inklusive der Strep-Tag-Sequenz trugen. Spur 1: GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo 
Scientific); Spur 2: Produkt der Kolonie-PCR. 
 
Des Weiteren wurde Gen gox0265 auch in den Vektor pBBR1p452-Streplong, der die 
Sequenz für einen Strep-Tag mit einer verlängerten Verbindungssequenz (Linker) zwischen 
Protein und Strep-Tag enthielt, eingebracht (Abb. 17). Um dieses Plasmid zu erhalten, wurde 
die Promtorregion p264 in dem Vektor pBBR1p264-Streplong (Zeiser et al., 2014) gegen die 
Promotorregion p452 aus dem Vektor pBBR1p452 ausgetauscht. Diese wurde unter 
Verwendung der Primer Upstrep_f und Strep-long_r amplifiziert und das 623 bp umfassende 
DNA-Fragment (Abb. 18 A) anschließend über die angefügten PvuI- und XhoI-
Restriktionsschnittstellen in den Vektor pBBR1p264-Streplong eingebracht.  
 




















Abb. 17: Vektorkarte des Plasmids pBBR1p452-Streplong. Mit rep: Replikationsursprung; 
Kan: Kanamycinresistenzkassette; mob: Mobilisierungsgen; Streplong: Sequenz für einen 
Strep-Tag mit verlängerter Linkersequenz; p452: Promotorregion des Gens gox0452. 
 
Das Gen gox0265 wurde darauf in einer PCR mit den Primern gox0265_f und 
gox0265SnaBI_r, inklusive der stromaufwärts gelegenen Ribosomenbindestelle, amplifiziert 
und das Amplikon von 2475 bp über die angefügten EcoRI- sowie SnaBI-
Restriktionsschnittstellen in den Vektor pBBR1p452-Streplong kloniert. Zur Identifizierung 
von Kolonien, die das Plasmid mit dem gewünschten DNA-Fragment trugen, wurde eine PCR 
mit den Primern pBBR1-f und pASK-r durchgeführt. Die Größe des mit diesen Primern 
erwarteten PCR-Produkts betrug 3036 bp (Abb. 18 B). Der entstandene Vektor 
pBBR1p452-gox0265-Streplong (Abb. 19 B) wurde im Folgenden auch als Grundlage zur 
Herstellung des Vektors pBBR1p452-gox0265-OneST (Abb. 19 C) eingesetzt, der die 
Sequenz für den doppelten Strep-Tag aus Vektor pASG-IBA103 (IBA GmbH, Göttingen, 
Deutschland) enthielt. Dazu wurde die One-Strep-Tag-Sequenz unter Verwendung der Primer 
pASG-for und pASG-rev amplifiziert und dann die Steplong-Sequenz in dem Ausgangsvektor 
über die SnaBI- und AseI-Restriktionsschnittstellen gegen die amplifizierte One-Strep-Tag-
Sequenz ausgetauscht. Dieses DNA-Fragment umfasste 340 bp (Abb. 18 C). In der darauf 
folgenden Kolonie-PCR wurden ebenfalls die Primer pASG-for und pASG-rev verwendet. 
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3036 bp
A.                                          B.                C.    




Abb. 18: Konstruktion der Vektoren pBBR1p452-Streplong, pBBR1p452-gox0265-Streplong 
und pBBR1p452-gox0265-OneST. (A) Produkt der PCR zur Amplifizierung der 
Promotorregion p452. Spur 1: GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific, von oben: 
10.000, 8.000, 6.000, 5.000, 4.000, 3.500, 3.000, 2.500, 2.000, 1.500, 1.000, 750, 500, 250 
bp); Spur 2: amplifizierte Promotorregion. (B) Produkt der Kolonie-PCR zur Identifizierung 
von Kolonien, die den Vektor pBBR1p452-gox0265-Streplong trugen. Spur 1: GeneRuler 1 
kb DNA Ladder (Thermo Scientific); Spur 2: Produkt aus der Kolonie-PCR. (C) Produkt der 
PCR zur Amplifizierung der One-Strep-Tag-Sequenz. Spur 1: GeneRuler Low-Range DNA 
Ladder (Thermo Scientific, von oben: 700, 500, 400, 300, 200, 150, 100 bp); Spur 2: 






































Abb. 19: Darstellung der drei Vektoren, die für die Überproduktion der mGDH (Protein 
Gox0265) verwendet wurden. (A) pBBR1p452-gox0265-ST; (B) pBBR1p452-gox0265-
Streplong; (C) pBBR1p452-gox0265-OneST. Mit rep: Replikationsursprung; Kan: 
Kanamycinresistenzkassette; mob: Mobilisierungsgen; Streptag: Sequenz für den 
Strep-Tag II; Streplong: Sequenz für den Strep-Tag mit verlängerter Linkersequenz; 
One Streptag: Sequenz für den One-Strep-Tag; p452: Promotorregion des Gens gox0452. 
 
Nach der Klonierung wurden die isolierten Vektoren zuerst in einem Restriktionsverdau und 
anschließend durch Sequenzierung mit den Primern pBBR1-f und pASK-r überprüft. Für die 
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homologe Expression wurden die Plasmide durch Elektroporation in G. oxydans ∆hsdR 
eingebracht. 
 
3.3.3 Relative Transkriptabundanz des mgdh-Gens 
Um die Plasmid-basierte Expression des mgdh-Gens zu validieren, wurde die Gesamt-RNA 
aus dem Stamm G. oxydans ∆hsdR mit dem Plasmid pBBR1p452-gox0265-ST, sowie aus 
einem Kontrollstamm, der das Plasmid pBBR1p452 enthielt, isoliert und eine RT-qPCR 
durchgeführt. Dabei wurde jeweils das konstitutiv exprimierte gapdh-Gen (gox0508), das die 
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase kodiert, als Referenz für die Bestimmung der 
relativen mgdh-Expressionsrate verwendet. Für beide Gene wurde in der RT-qPCR der 
Quantifikationszyklus (Cp) bestimmt, in dem das Fluoreszenzsignal der Probe einen 
festgelegten Schwellenwert überschritt. Aus der Differenz der Cp-Werte (∆Cp) wurde 
anschließend die relative Transkriptionsrate des mgdh-Gens im Vergleich zu dem 
Referenzgen (2-∆Cp) bestimmt. Es zeigte sich, dass die relative Transkriptabundanz des 
mgdh-Gens in dem Stamm, der das Plasmid pBBR1p452-gox0265-ST trug, im Vergleich zu 
dem Kontrollstamm mit dem leeren Vektor neunfach erhöht war (Tabelle 5). Aufgrund dieser 
Überexpression des Plasmid-kodierten mgdh-Gens in G. oxydans war davon auszugehen, dass 
sich der Organismus für die Überproduktion der mGDH als Modell für membrangebundene 
PQQ-abhängige Dehydrogenasen eignet.  
 
Tabelle 5: Analyse der Transkriptabundanz des mgdh-Gens. 
G. oxydans ∆hsdR mit 
dem Plasmid 





pBBR1p452-gox0265-ST 21,5 ± 0,3 17,6 ± 0,1 - 3,9 14,9 
pBBR1p452 20,8 ± 0,1 20,1 ± 0,1 - 0,7 1,6 
 
3.3.4 Effekte der mGDH-Überproduktion auf die Atmungskette von 
G. oxydans 
3.3.4.1 Wachstum und Glukonatproduktion von G. oxydans auf D-Glukose 
Kulturen des Stamms G. oxydans ∆hsdR mit dem Plasmid pBBR1p452-gox0265-ST und des 
Kontrollstamms G. oxydans ∆hsdR mit dem Plasmid pBBR1p452 wurden in 50 – 100 mL 
YG-Medium angezogen und zu verschiedenen Zeitpunkten des Wachstums Proben 
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entnommen. Anhand dieser wurden die OD600 nm, der pH-Wert, und der Glukose- sowie 
Glukonatgehalt bestimmt. Zellzählungen mithilfe einer Thomakammer ergaben, dass die 
Zellzahlen in dem Überexpressions- und Kontrollstamm bei gleicher optischer Dichte 
äquivalent waren (etwa 1 x 109 Zellen/mL bei einer OD600 nm von 1). Zudem konnte im 
Lichtmikroskop kein Unterschied in der Zellform und -größe beobachtet werden. Somit war 
die optische Dichte geeignet, um das Wachstum der beiden Stämme zu vergleichen. Die 
Verdopplungszeit des mGDH-Überproduktionsstamms war mit 2,5 ± 0,2 Stunden etwas höher 
als die des Kontrollstamms mit einer Verdopplungszeit von 2,2 ± 0,2 Stunden. Konstante 
Wachstumsraten in der exponentiellen Wachstumsphase zeigten, dass die Anzahl an 
lebensfähigen Zellen sowohl hoch als auch konstant war und dass die Überproduktion der 
mGDH nicht zum Zelltod führte. Die optische Dichte des Überexpressions- und 
Kontrollstamms erreichte unter den gegebenen Wachstumsbedingungen jeweils einen Wert 
von 0,6 ± 0,1 (Abb. 20). Auch die Änderung des pH-Werts verlief bei beiden Stämmen 
vergleichbar. Der pH-Wert sank von 4,8 nach dem Animpfen der Kulturen bis zu dem Beginn 



















Abb. 20: Beispielhafte Wachstumskurven für G. oxydans ∆hsdR mit dem Plasmid 
pBBR1p452-gox0265-ST und den Kontrollstamm G. oxydans ∆hsdR mit dem Plasmid 
pBBR1p452. (■) mGDH-Überproduktionsstamm; (□) Kontrollstamm.  
 
Der Gehalt an Glukonat, 2-Keto-D-Glukonat und 5-Keto-D-Glukonat in den Proben wurde 
nach Abzentrifugieren der Zellen durch eine HPLC-Analyse des gefilterten Mediums 
bestimmt. Die Auftrennung erfolgte über eine Aminex HPX878 Säule (Bio-Rad) unter 
Verwendung von 5 mM Schwefelsäure als mobile Phase bei 65 °C und einer Flussrate von 
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0,3 mL/min. Zur Detektion der Glukonate bei 210 nm diente ein UV-Detektor und die 
Konzentrationen von Glukonat, 2-Keto-D-Glukonat und 5-Keto-D-Glukonat in den Proben 
wurde anhand von Kalibrierkurven der käuflichen Standards ermittelt. Die Retentionszeiten 
betrugen 15,81 Minuten für 2-Keto-D-Glukonat, 16,39 Minuten für 5-Keto-D-Glukonat und 
17,65 Minuten für Glukonat. Die Glukosekonzentration in den Proben wurde im Anschluss 
enzymatisch mit einem D-Glukose/D-Fruktose UV-Testkit (R-Biopharm AG, Darmstadt, 
Deutschland) bestimmt. Um trotz der leicht unterschiedlichen Verdopplungszeiten des 
mGDH-Überproduktions- und des Kontrollstamms einen Vergleich zu ermöglichen, wurden 
die Glukonat- und Ketoglukonatproduktion, sowie der Glukoseverbrauch über die optische 
Dichte normalisiert. Die Ergebnisse für jeweils zwei unabhängige Kulturen sind in Abb. 21 



































Abb. 21: Glukonat- und 2-Ketoglukonatproduktion des mGDH-Überproduktionsstamms und 
des Kontrollstamms. (■), (●) Glukonatproduktion von zwei unabhängigen Replikaten des 
Überproduktionsstamms; (▲), (♦) 2-Ketoglukonatproduktion des Überproduktionsstamms; 
(□), (○) Glukonatproduktion von zwei unabhängigen Replikaten des Kontrollstamms; (∆), (◊) 
2-Ketoglukonatproduktion des Kontrollstamms. 
 
Die Glukonatproduktionsrate des mGDH-Überproduktionsstamms war im Vergleich zu dem 
Kontrollstamm um etwa 70 % erhöht und auch die Glukoseverbrauchsrate war entsprechend 
höher (siehe Tabelle 6). Bei einer OD600 nm von 0,6 hatte der Überproduktionsstamm fast die 
gesamte zur Verfügung stehende Glukose aufoxidiert, wogegen in den Kulturen des 
Kontrollstamms noch etwa 40 mM Glukose vorhanden waren. Dies spiegelte sich auch in der 
Glukonatgesamtproduktion wieder, mit etwa 90 mM in dem Kulturüberstand des 
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Überexpressionsstamms und 60 mM in dem Kulturüberstand des Kontrollstamms. Die 
Ketoglukonatkonzentrationen waren sowohl für den mGDH-Überproduktionsstamm als auch 
für den Kontrollstamm niedrig. Mit beiden Stämmen wurden weniger als 1 mM 
5-Ketoglukonat detektiert und bis zu 1 mM 2-Ketoglukonat für den Überexpressionsstamm 




















Abb. 22: Glukoseverbrauch von jeweils zwei unabhängigen Kulturen des 
mGDH-Überproduktionsstamms und des Kontrollstamms. (■), (●) Überproduktionsstamm; 
(□), (○) Kontrollstamm. 
 
Die gesteigerten Glukoseverbrauchs- und Glukonatproduktionsraten zeigten, dass die durch 
RT-qPCR ermittelte erhöhte Expression des mgdh-Gens zu einer erhöhten Produktion der 
mGDH führte. Des Weiteren war die Glukonatproduktion proportional zu der Zellzahl pro 
Milliliter in der exponentiellen Wachstumsphase, was darauf hinwies, dass die Aktivität der 
mGDH nicht durch externe Parameter wie den pH-Wert oder den Sauerstoffpartialdruck in 
der Kultur limitiert wurde.  
 
Tabelle 6: Glukonatproduktions- und Glukoseverbrauchsraten für den G. oxydans 
mGDH-Überproduktionsstamm und den Kontrollstamm. 






pBBR1p452-gox0265-ST 155 ± 5 185 ± 0,1 
pBBR1p452 89 ± 2 126 ± 7 
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3.3.4.2 Glukose-Oxidation durch ruhende Zellen von G. oxydans 
Ruhende Zellen von G. oxydans ∆hsdR mit dem Plasmid pBBR1p452-gox0265-ST und dem 
Kontrollstamm mit dem Vektor pBBR1p452 wurden wie unter „Material und Methoden“ 
beschrieben hergestellt und der Proteingehalt in einem modifizierten Biuret-Test bestimmt. 
Die Oxidation von Glukose durch die ruhenden Zellen wurde sowohl photometrisch mit den 
artifiziellen Elektronenakzeptoren PMS und DCPIP als auch anhand einer Sauerstoffelektrode 
bestimmt (siehe Tabelle 7). Die Messungen wurden in 40 mM KP-Puffer pH 6 bei 25 °C 
durchgeführt und die Substratkonzentration in den Ansätzen betrug jeweils 60 mM.  
 
Tabelle 7: Spezifische Aktivität von ruhenden Zellen des mgdh-Überexpressionsstamms und 
des Kontrollstamms gemessen mit den artifiziellen Elektronenakzeptoren PMS-DCPIP, sowie 
die Sauerstoffverbrauchsraten der beiden Stämme, jeweils mit Glukose als Substrat. 
G. oxydans ∆hsdR mit dem 
Plasmid 
Spezifische Aktivität mit 
PMS-DCPIP [U/mg]a 
Sauerstoffverbrauchsrate  
[nmol ½O2 min-1 mg–1] 
pBBR1p452-gox0265-ST 3,6 ± 0,2 1440 ± 296  
pBBR1p452 1,6 ± 0,1  923 ± 166  
a1 U/mg = 1 µmol min-1 mg-1 Protein 
 
Die spezifische Aktivität der ruhenden Zellen des mgdh-Überexpressionsstamms, gemessen 
mit den Elektronenakzeptoren PMS und DCPIP (3,6 ± 0,2 U/mg), war 2,2-fach höher im 
Vergleich zu dem Kontrollstamm (1,6 ± 0,1 U/mg). Parallel war die Sauerstoffverbrauchsrate 
(1440 ± 296 nmol ½O2 min-1 mg–1) 1,6-fach höher als bei dem Kontrollstamm 
(923 ± 166 nmol ½O2 min-1 mg–1). Dies zeigte, dass die zu beobachtende Steigerung der 
Glukonatproduktion tatsächlich aus einer vermehrten Produktion der mGDH und 
beschleunigten Respirationsraten resultierte.  
 
3.3.4.3 Spezifische Aktivität der Membranfraktionen von G. oxydans mit den 
Substraten Glukose, Ethanol und Mannitol  
Sowohl für den G. oxydans ∆hsdR mGDH-Überproduktionsstamm als auch für den 
Kontrollstamm wurden Membranfraktionen präpariert. Hierzu wurden entsprechende 
Kulturen in 400 mL YM-Medium bis zu einer OD600 nm von 0,8 – 1,2 angezogen und die 
Zellen geerntet. Im Anschluss wurden die in Puffer resuspendierten Zellen im Ultraschall 
lysiert, das Lysat abzentrifugiert und die Membranfraktionen durch Ultrazentrifugation 
pelletiert. Nach dem Waschen der Pellets wurden die Membranfraktionen in 
40 mM KP-Puffer pH 7 resuspendiert und der Proteingehalt mit dem Bradford-Reagenz 
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ermittelt. Für die Bestimmung der spezifischen Aktivitäten der Membranfraktionen wurden 
60 mM Substrat, die Elektronenakzeptoren PMS und DCPIP, sowie 5 – 9 µg Membranprotein 
in die Reaktionsansätze gegeben. Die Oxidation der Substrate D-Glukose und Ethanol wurde 
bei einem pH-Wert von 7 (40 mM KP-Puffer) gemessen und die Oxidation von Mannitol 
wurde bei einem pH-Wert von 5 (50 mM Natriumacetat-Kaliumphosphat-Puffer) gemessen. 
Mit letzterem Substrat konnte keine Aktivität der Membranfraktionen bei pH 7 festegestellt 
werden, da es sich bei dem verantwortlichen Enzym vermutlich um die nur im sauren 
pH-Bereich aktive membrangebundene Sorbitol-Dehydrogenase handelt (Sugisawa & 
Hoshino, 2002). Während die spezifische Aktivität der Membranfraktionen des 
mGDH-Überproduktionsstamms mit Glukose als Substrat mit 13,3 ± 0,6 U/mg etwa fünffach 
erhöht war im Vergleich zu dem Kontrollstamm mit 2,5 ± 0,1 U/mg, war die spezifische 
Aktivität mit Ethanol (0,9 U/mg) und Mannitol (0,2 U/mg) bei beiden Stämmen gleich 
(Abb. 23). Folglich wurde die mGDH in signifikanter Menge überproduziert und in 
funktionaler Form in die Membran integriert, ohne dass dabei die Produktion anderer 
membrangebundener Dehydrogenasen (Alkohol-Dehydrogenase, Sorbitol-Dehydrogenase) 



























Abb. 23: Vergleich der spezifischen Aktivitäten der Membranfraktionen des G. oxydans 
∆hsdR mGDH-Überproduktionsstamms und des Kontrollstamms mit den Substraten 
D-Glukose, Ethanol und D-Mannitol. Schraffierte Säulen: Überproduktionsstamm; ungefüllte 
Säulen: Kontrollstamm. Fehlerbalken: ± Standardfehler (SEM). Modifizierte Abbildung aus 
Meyer et al., (2013).  
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3.3.4.4 Sauerstoffverbrauchsrate der Membranfraktionen mit Glukose und Ethanol 
Der Sauerstoffverbrauch der Membranfraktionen des mGDH-Überproduktionsstamms und 
des Kontrollstamms mit Glukose sowie Glukose und Ethanol wurde mithilfe einer 
Sauerstoffelektrode bestimmt. Das Gesamtvolumen der Ansätze betrug 3 mL bestehend aus 
KP-Puffer pH 7, 60 mM der Substrate und der Membranfraktion (0,75 mg Protein). Die 
Temperatur wurde durch ein Wasserbad konstant auf 25 °C gehalten. Die 
Sauerstoffverbrauchsrate der Membranfraktionen mit D-Glukose als Substrat war bei dem 
mGDH-Überproduktionsstamm sehr hoch (1075 ± 64 nmol ½O2 min-1 mg–1) und in etwa 





















Abb. 24: Sauerstoffverbrauchsraten von Membranfraktionen des mGDH-
Überproduktionsstamms und des Kontrollstamms mit dem Substrat D-Glukose. Die gezeigten 
Werte stellen die Sauerstoffverbrauchsraten für äquivalente Proteinmengen dar. (■) mGDH-
Überproduktiosstamm; (◊) Kontrollstamm. Fehlerbalken: ± Standardfehler (SEM). 
Modifizierte Abbildung aus Meyer et al., (2013). 
 
Während die Sauerstoffverbrauchsrate des Kontrollstamms ungefähr verdoppelt werden 
konnte, wenn zusätzlich zu D-Glukose auch Ethanol in den Ansatz gegeben wurde, konnte die 
Sauerstoffverbrauchsrate des Überexpressionsstamms auf diese Weise nicht weiter gesteigert 
werden (Abb. 25). Dies zeigte, dass bei dem Kontrollstamm sowohl die mGDH als auch die 
Alkohol-Dehydrogenase Elektronen an Ubichinon abgaben und die Kapazität der 
Endoxidasen in diesem Fall groß genug war, um alles gebildete Ubichinol zu oxidieren. 
Anders war die Situation bei dem Überexpressionsstamm. Aufgrund der überproduzierten 
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mGDH wurde die Atmungskette hier allein durch die Oxidation von Glukose gesättigt und die 











































Abb. 25: Sauerstoffverbrauchsraten der Membranfraktionen des G. oxydans ∆hsdR 
mGDH-Überproduktionsstamms und des Kontrollstamms mit den Substraten Glukose, sowie 
Glukose und Ethanol. Schraffierte Säulen: mGDH-Überproduktiosstamm; ungefüllte Säulen: 
Kontrollstamm. Fehlerbalken: ± Standardabweichung (SD). 
 
3.3.5 Aufreinigung und Charakterisierung der mGDH 
Aus 400 mL Kulturen von G. oxydans ∆hsdR mit dem Plasmid pBBR1p452-gox0265-ST 
wurden die Membranfraktionen präpariert und diese mit 1 % (v/v) Triton X-100 über Nacht 
solubilisiert. Durch Ultrazentrifugation wurde die unlösliche Fraktion abgetrennt und aus dem 
Überstand die mGDH über Strep-Tactin-Affinitätschromatographie (alle Puffer enthielten 
0,1 % Triton X-100) aufgereinigt.  
 
3.3.5.1 SDS-PAGE und Western-Blot der aufgereinigten mGDH 
Die gereinigte mGDH wurde durch eine SDS-PAGE und einen Western-Blot analysiert. In 
dem mit Silber gefärbten Gel war eine einzelne, klare Bande sichtbar. Das mithilfe eines 
Größenstandards ermittelte Molekulargewicht betrug 89 kDa und entsprach somit der 
vorhergesagten Größe des Proteins inklusive des Strep-Tags von 88,5 kDa (Abb. 26 A). Auch 
auf dem Western-Blot konnte über das Strep-Tactin-Meerrettichperoxidase-Konjugat eine 
entsprechende einzelne Bande detektiert werden (Abb. 26 B). Das Enzym lag also in reiner 
Form vor.  
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A.                                B.
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Abb. 26: SDS-PAGE und Western-Blot der mGDH. (A) SDS-PAGE. Spur 1: PageRuler 
Unstained Protein Ladder (Thermo Scientific, von oben: 200, 150, 120, 100, 85, 70, 60, 50, 
40, 30 kDa); Spur 2: gereinigte rekombinante mGDH. (B) Western-Blot. Spur 1: PageRuler 
Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, von oben: 170, 130, 95, 72, 55, 43, 34, 26, 17 
kDa); Spur 2: gereinigte mGDH. 
 
3.3.5.2 Anreicherung der mGDH  
Um die Anreicherung der mGDH während des Aufreinigungsprozesses verfolgen zu können, 
wurde in der Membranfraktion vor der Solubilisierung, im Durchfluss, in den 
Waschfraktionen und in den Elutionsfraktionen jeweils die Aktivität mit Glukose gemessen. 
Für die Bestimmung des Proteingehalts, in den mit dem Detergenz Triton X-100 versetzten 
Fraktionen, wurde ein Kit eingesetzt, das speziell für Proben mit Detergenzien geeignet ist 
(Bio-Rad DC Protein Assay Kit). In Tabelle 8 ist beispielhaft eine mGDH-Aufreinigung 
dargestellt. 
 
Tabelle 8: Beispiel einer Aufreinigung der mGDH aus G. oxydans ∆hsdR mit dem Plasmid 

















Membranfraktion 1 276 17,0 16,2 276 100 
Durchfluss 10 19,7 5,2 3,8 197 71 
Waschfraktionen 9 3,3 0,7 4,7 29,8 11 
Elutionsfraktionen 3 2,9 0,02 145 8,7 3,2 
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Es zeigte sich, dass ein signifikanter Anteil der mGDH-Ausgangsaktivität nach der 
Aufreinigung im Durchfluss vorlag. Zudem konnten aus 17 mg Membranprotein nur 
insgesamt 60 µg der reinen mGDH gewonnen werden. Da die Kapazität der Strep-Tactin-
Matrix für ein Protein von 88,5 kDa im Bereich von 9 mg liegt (Berechnung nach Angaben 
des Herstellers) und somit nicht durch die Menge der mGDH ausgeschöpft gewesen sein 
konnte, war das Binden des solubilisierten Membranproteins an das Säulenmaterial 
offensichtlich ineffizient. Dennoch war die Menge an gereinigter mGDH ausreichend, um das 
Enzym zu charakterisieren.  
 
3.3.5.3 Spezifische Aktivität der gereinigten mGDH 
Da die Aktivität der mGDH bei pH 6 im Vergleich zu pH 7 etwas höher lag, wurden die 
Messungen im Folgenden in 40 mM KP-Puffer bei pH 6 durchgeführt. Die Temperatur wurde 
konstant auf 25 °C gehalten und als artifizielle Elektronenakzeptoren wurden PMS und 
DCPIP eingesetzt. Die spezifische Aktivität der gereinigten mGDH mit Glukose betrug 
150 ± 30 U/mg und das Enzym zeigte geringere Aktivitäten mit weiteren Substraten. 
 
3.3.5.4 Substratspektrum der mGDH 
Zusätzlich zu D-Glukose wurde die Aktivität der mGDH mit weiteren D- und L-Aldosen, 
Aldosederivaten, D-Fruktose und Ethanol getestet. Dabei wurde nur mit den D-Aldosen und 
Aldosederivaten eine Oxidation beobachtet. Während D-Glukose das bevorzugte Substrat der 
mGDH war, wurden auch 2-Deoxy-D-Glukose, D-Allose, D-Fucose und D-Xylose mit 
Oxidationsraten von mehr als 10 % bezogen auf die Glukoseoxidationsrate umgesetzt (siehe 
Tabelle 9). 
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Tabelle 9: Substratspektrum der gereinigten mGDH. 












aDie Oxidation wurde mit 20 mM Substrat bei pH 6 in 
40 mM KP-Puffer unter Verwendung der 
Elektronenakzeptoren PMS und DCPIP gemessen. Die 
Aktivitäten sind als Prozentanteil bezogen auf die Aktivität 
mit Glukose angegeben (150 U/mg). Eine Unit wurde 
definiert als die Menge Enzym, die die Umsetzung von 
1,0 µmol Substrat pro Minute katalysiert. In Ansätzen mit 
D-Mannose, D-Ribose, D-Arabinose, D-Xylose, D- oder 
L-Altrose, D- oder L-Talose und D- oder L-Idose wurde 
keine Aktivität der mGDH beobachtet.  
 
3.3.5.5 Kinetische Parameter der mGDH 
Die kinetischen Parameter der mGDH wurden durch nicht-lineare Regression der Michaelis-
Menten-Daten unter Verwendung des Programms GraphPad Prism bestimmt (Abb. 27). 
Hierzu wurde die spezifische Aktivität bei variierenden Substratkonzentrationen (1 – 50 mM) 
gemessen. Für die Oxidation von Glukose durch die mGDH ergaben sich daraus ein 
Vmax-Wert von 216 ± 5,4 U/mg und ein KM-Wert von 5,9 ± 0,34 mM. Die katalytische 
Effizienz, kcat/KM, lag bei 5,4 x 104 s-1 M-1. 
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Abb. 27: Nicht-lineare Regression der Michaelis-Menten-Daten für die Oxidation von 
Glukose durch die mGDH. Die Grafik wurde mit dem Programm GraphPad Prism erstellt. 
 
3.3.5.6 Aufreinigung der mGDH anhand des Strep-Tags mit verlängerter 
Linkersequenz (Streplong) 
Um zu testen, ob eine verlängerte Linkersequenz zwischen Membranprotein und Strep-Tag zu 
einer Verbesserung der Ausbeute in der Strep-Tactin-Affinitätschromatographie beiträgt, 
wurde die Aufreinigung der mGDH aus G. oxydans ∆hsdR mit dem Plasmid 
pBBR1p452-gox0265-Streplong analog zu der für den einfachen Strep-Tag beschriebenen 
Aufreinigung durchgeführt. Doch obwohl mit den Membranfraktionen eine erhöhte 
spezifische Aktivität mit Glukose (bis zu 8 U/mg) im Vergleich zu Membranfraktionen des 
Kontrollstamms mit dem Plasmid pBBR1p452 (2,5 U/mg) gemessen wurde, verlief die 
Aufreinigung nicht erfolgreich. Deshalb wurde davon ausgegangen, dass sich der Strep-Tag 
mit verlängerter Linkersequenz (Streplong) nicht für die Aufreinigung der mGDH aus 
G. oxydans eignet.  
 
3.3.5.7 Aufreinigung der mGDH mithilfe des doppelten Strep-Tags (One-Strep-Tag) 
Da die Bindung von Strep-Tag Fusionsproteinen an die Strep-Tactin-Matrix auch durch die 
Verwendung einer doppelten Strep-Tag-Sequenz (One-Strep-Tag/Twin-Strep-Tag) verbessert 
werden kann (Schmidt et al., 2013), wurde diese für die Aufreinigung der mGDH eingesetzt. 
Dabei wurde die Aufreinigung der mGDH aus G. oxydans ∆hsdR mit dem Plasmid 
pBBR1p452-gox0265-OneST ebenfalls analog zu der Aufreinigung anhand des einfachen 
Strep-Tags durchgeführt.  
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3.3.5.8 SDS-PAGE der aufgereinigten mGDH mit One-Strep-Tag 
Die Elutionsfraktionen mit der über den One-Strep-Tag aufgereinigten mGDH wurden in 
einer SDS-PAGE überprüft. In dem mit Silber gefärbten Gel war eine einzelne, klare Bande 
sichtbar und das ermittelte Molekulargewicht von 91 kDa entsprach der vorhergesagten 
Größe des rekombinanten Proteins mit dem One-Strep-Tag (Abb. 28). Somit konnte die 
mGDH auch anhand des One-Strep-Tags aus G. oxydans ∆hsdR in reiner Form isoliert 
werden.  
 
1      2
 
Abb. 28: SDS-PAGE der gereinigten mGDH mit dem One-Strep-Tag. Spur 1: PageRuler 
Unstained Protein Ladder (Thermo Scientific, von oben: 200, 150, 120, 100, 85, 70, 60, 50, 
40, 30, 25, 20, 15 kDa); Spur 2: aufgereinigte mGDH (Gox0265-OneST). 
 
3.3.5.9 Anreicherung der mGDH mit dem One-Strep-Tag  
Zum Vergleich der Aufreinigung der mGDH mit dem einfachen und doppelten Strep-Tag, 
wurde auch für den One-Strep-Tag die Anreicherung des Proteins über die Aktivität der 
entstehenden Fraktionen mit Glukose verfolgt (Tabelle 10). Dabei zeigte sich, dass auch hier 
ein größerer Teil der Aktivität im Durchfluss verblieb. Bezüglich der Proteinausbeute konnte 
mit den One-Strep-Tag jedoch eine Verbesserung erzielt werden. Durch die Verwendung des 
doppelten Strep-Tags wurde die Ausbeute von 3 auf 27 % gesteigert. Auffällig war, dass die 
spezifische Aktivität der mGDH mit dem One-Strep-Tag (706 U/mg) wesentlich höher war, 
als mit dem einfachen Strep-Tag (150 U/mg). Um auszuschließen, dass diese Abweichung 
lediglich in einer zu ungenauen Bestimmung des Proteingehalts in den Elutionsfraktionen 
begründet war, wurden Elutionsfraktionen aus beiden Aufreinigungen in einer SDS-PAGE 
und einem Western-Blot verglichen.  
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Tabelle 10: Aufreinigung der mGDH aus G. oxydans ∆hsdR mit dem Plasmid 

















Membranfraktion 1 289 19,9 14,5 289 100 
Durchfluss 10 13,4 3,6 3,7 134 46 
Waschfraktionen 9 3,8 0,6 6,9 34,4 12 
Elutionsfraktionen 3 26,2 0,04 706 78,6 27 
 
3.3.5.10 Vergleichende SDS-PAGE und Western-Blot von Elutionsfraktionen aus der 
mGDH-Aufreinigung mit dem einfachen Strep-Tag und dem One-Strep-Tag 
Es sollte sicher gestellt werden, dass die Proteinkonzentration in den Elutionsfraktionen aus 
der mGDH-Aufreinigung mit dem One-Strep-Tag tatsächlich nur etwa doppelt so hoch war 
wie in den Elutionsfraktionen aus der mGDH-Aufreinigung mit dem einfachen Strep-Tag. 
Mögliche Ungenauigkeiten bei der Proteinbestimmung konnten dadurch verursacht werden, 
dass der Proteingehalt der Elutionsfraktionen an der Nachweisgrenze des 
Proteinbestimmungskits (Bio-Rad DC Protein Assay Kit) lag. Daher wurden gleiche 
Volumina (10 µL) der Elutionsfraktionen auf zwei SDS-Gele aufgetragen und anschließend 
die Intensität der Banden in einem mit Silber gefärbten Gel und auf einem Western-Blot 
verglichen (Abb. 29). In dem Programm Photoshop wurde dazu der Graustufenmodus 
gewählt, die Bilder invertiert, und dann die Bandenintensität nach Markierung der Bande 
jeweils im Histogramm (Mittelwert x Pixel) abgelesen. Sowohl in dem SDS-Gel als auch auf 
dem Western-Blot war die Intensität der Proteinbanden bei den Elutionsfraktionen aus der 
Aufreinigung der mGDH mit dem One-Strep-Tag entsprechend der 
Proteinkonzentrationsbestimmung etwa doppelt so hoch wie bei den Elutionsfraktionen aus 
der Aufreinigung der mGDH mit dem einfachen Strep-Tag. Somit konnte die erhöhte 
spezifische Aktivität der mGDH mit dem One-Strep-Tag nicht durch eine zu ungenaue 
Proteinbestimmung erklärt werden und musste folglich eine andere Ursache haben, wie z. B. 
einen Einfluss des One-Strep-Tags. 
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Abb. 29: Vergleichende SDS-PAGE und Western-Blot von Elutionsfrakionen aus der 
Aufreinigung der mGDH mit Strep-Tag und One-Strep-Tag. Es wurden jeweils gleiche 
Volumina (10 µl) aufgetragen. (A) SDS-PAGE. Spur 1: Elutionsfraktion 4 aus der 
Aufreinigung der mGDH mit Strep-Tag; Spur 2: Elutionsfraktion 5 aus der Aufreinigung der 
mGDH mit Strep-Tag; Spur 3: Elutionsfraktion 4 aus der Aufreinigung der mGDH mit 
One-Strep-Tag; Spur 4: Elutionsfraktion 5 aus der Aufreinigung der mGDH mit 
One-Strep-Tag. (B) Western-Blot. Spur 1: Elutionsfraktion 4 aus der Aufreinigung der 




3.4 Die membrangebundene Dehydrogenase Gox1857 aus 
G. oxydans 
 
Das durch das Gen gox1857 kodierte Protein aus G. oxydans 621H wurde anhand von 
entsprechenden Deletionsmutanten bereits als PQQ-abhängige membrangebundene Inositol-
Dehydrogenase beschrieben (Hölscher et al., 2007). Gleichzeitig geben Patente Hinweise 
darauf, dass es sich bei Gox1857 um eine L-Sorboson-Dehydrogenase handeln könnte, die 
L-Sorboson in einem Schritt zu L-Ascorbinsäure umsetzt (Berry et al., 2010, 2012; Beuzelin-
Ollivier et al., 2012). Ein Sequenzabgleich zeigte, dass die Sequenz des Proteins Gox1857 mit 
der in den Patenten angegebene Sequenz für ein Protein mit L-Sorboson-Dehydrogenase-
Aktivität aus G. oxydans IFO 3244 (jeweils Sequenz Nummer 2 und 27) identisch ist. Um zu 
untersuchen, welche Substrate das Enzym Gox1857 tatsächlich umsetzt, wurde das Enzym in 
dieser Arbeit homolog als Strep-Tag-Fusionsprotein überproduziert und über 
Strep-Tactin-Affinitätschromatographie aufgereinigt. Dazu wurde der Überexpressionsvektor 
pBBR1p452-ST verwendet. 
 
3.4.1 Bioinformatische Analyse des Proteins Gox1857 
Das Gen gox1857 kodiert ein aus 788 Aminosäuren bestehendes Protein, das ein theoretisches 
Molekulargewicht von 85,4 kDa und einen isoelektrischen Punkt von 6,09 besitzt. Mit dem 
Bioinformatikprogramm Phobius (http://phobius.sbc.su.se, 03.12.13) wurden für das Protein 
fünf N-terminale Transmembrandomänen und eine große periplasmatische Domäne 
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(Aminosäuren 140 – 788) vorhergesagt. Eine NCBI-Suche nach konservierten Domänen 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi, 09.12.13) (Marchler-Bauer & Bryant, 
2004; Marchler-Bauer et al., 2009, 2011) ergab, dass das Protein Gox1857 zu der 
Superfamilie der PQQ-abhängigen Dehydrogenasen, die einen acht-blättrigen β-Propeller 
beinhalten, und zu der Familie der membrangebundenen PQQ-abhängigen 
Glukose/Quinat/Shikimat-Dehydrogenasen gehört. Mitglieder dieser Familie besitzen 
mehrere vorhergesagte Transmembrandomänen in der N-terminalen Region und zu ihnen 
zählt z. B. die membrangebundene Glukose-Dehydrogenase aus Escherichia coli (Cleton-
Jansen et al., 1990; Cozier & Anthony, 1995; Yamada et al., 1993), sowie die 
Quinat/Shikimat-Dehydrogenase aus Acinetobacter sp. ADP1 (Barbe et al., 2004). In der 
Sequenz des Proteins Gox1857 wurden Bindestellen für Calcium-Ionen und den Cofaktor 
PQQ (Keitel et al., 2000), sowie acht Tryptophan-Docking-Motive mit der Konsensussequenz 
A-x-[DN]-x-x-T-G-[DEK]-x-x-W (Anthony & Ghosh, 1998) detektiert, die für die Interaktion 
zwischen den β-Faltblättern der Propellerflügel verantwortlich sind. Die Identifizierung der 
entsprechenden Aminosäuren erfolgte dabei jeweils über die in einem Sequenzvergleich mit 
anderen Mitgliedern der Proteinfamilie festgestellten Ähnlichkeiten. Zu beachten ist, dass 
nicht in jedem Tryptophan-Docking-Motiv alle Aminosäuren der Konsensussequenz 
konserviert waren. In Abb.  30 ist die Sequenz des Proteins Gox1857 mit den fünf 
Transmembrandomänen, den acht Tryptophan-Docking-Motiven sowie den Aminosäuren in 
dem aktiven Zentrum, die vermutlich an der Bindung von Calcium und PQQ beteiligt sind, 
dargestellt.  
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Abb.  30: Sequenz des Proteins Gox1857. Die fünf Transmembrandomänen sind umrandet, 
die acht Tryptophan-Docking-Motive unterstrichen und Aminosäuren im aktiven Zentrum, 
die vermutlich an der Bindung von Calcium-Ionen und PQQ beteiligt sind, sind in rot und fett 
dargestellt. Die Transmembrandomänen wurden mit dem Programm Phobius bestimmt, die 
Tryptophan-Docking-Motive, sowie die Aminosäuren im aktiven Zentrum wurden über eine 
NCBI-Suche nach konservierten Domänen durch Ähnlichkeit zu anderen Mitgliedern der 
Proteinfamilie festgelegt.  
 
In einer BLAST-Analyse (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, 09.12.13) (Altschul et al., 
1997), bei der die Aminosäuresequenz des Enzyms Gox1857 mit nicht-redundanten 
Proteinsequenzen abgeglichen wurde, wurde eine hohe Homologie zu einer putativen 
Dehydrogenase aus Gluconobacter morbifer (WP_008850712; 88 % Identität, 99 % 
Sequenzabdeckung) gefunden. Weitere Homologien (56 – 59 % Identität, 96 – 99 % 
Sequenzabdeckung) wurden auch zu anderen putativen Dehydrogenasen, wie einer 
Quinat/Shikimat-Dehydrogenase aus Pseudomonas putida (YP_008113194), einer 
membrangebundenen PQQ-abhängigen Dehydrogenase der Glukonat/Quinat/Shikimat-
Familie aus Gluconobacter frateurii (WP_010504744), einer Glukose-Dehydrogenase aus 
Gluconobacter frateurii NBRC 103465 (GAD09986) und einer membrangebundenen 
PQQ-abhängigen Dehydrogenase der Glukonat/Quinat/Shikimat-Familie aus Pantoea sp. 
1    MNSGPRTLSMIIGILGALMAAFLIIEGLHLIILGGSWFYTLAGIALAASSVYMIRRNILS  60 
 
61   TWIALGLLVATALWSLAEVGTSFWPSFSRLIVFLCVALIATLMAPWLSGPGRRYFTRPVT 120 
 
121  GATSGALGAIIVAFLAGMFRVHPTIAPQDTTHPQETASTADSDQPGHDWPAYGRTASGTR  180 
 
181  YASFTQINRDNVGKLRVAWTYRTGDMALNGAEFQGTPIKIGDTVYICSPHNIVSALDPDT  240 
 
241  GTEKWKFDPHAQTKVWQRCRGVGYWHDSTATDANAPCASRIVLTTIDARLITIDARTGQA  300 
 
301  CTDFGTNGNVNLLTGLGPTAPGSYYPTAAPLVAGDIVVVGGRIADNERTGEPSGVVRGYD  360 
 
361  VRTGAQVWAWDATNPHRGTTPLAEGEIYPAETPNMWGTASYDPKLNLVFFPLGNQTPDFW  420 
 
421  GGDRSKASDEYNDAFVAVDAKTGDERWHFRTANHDLVDYDATAQPILYDIPDGHGGTRPA  480 
 
481  IIAMTKRGQIFVLDRRDGTPIVPVEMRKVPQDGAPEHQYLAPEQPYSALSIGTERLKPSD  540 
 
541  MWGGTIFDQLLCRIQFASYRYEGEFTPVNEKQATIIYPGYYGGINWGGGAVDESTGTLLV  600 
 
601  NDIRMAQWGKFMKQEEARRSGFKPSSEGEYSEQKGTPWGVVRSMFFSPAGLPCVKPPYGT  660 
 
661  MNAIDLRSGKVKWSMPLGTIQDMPVHGMVPGLAIPLGMPTMSGPLATHTGLVFFSGTLDN  720 
 
721  YVRALNTDTGEVVWKARLPVASQAAPMSYMSDKTGKQYIVVTAGGLTRSGVDKNRGDYVI  780 
 
781  AYALPSEE                                                      788 
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At-9b (YP_004118995) festgestellt. Da die genannten Proteine jedoch nicht biochemisch 
charakterisiert sind, wurde auch eine BAST-Analyse unter Verwendung der 
UniProtKB/Swissprot-Datenbank durchgeführt. Dabei wurden geringere Homologien des 
Proteins Gox1857 zu einer Quinat/Shikimat-Dehydrogenase bzw. NAD(P)-unabhängigen 
Quinat-Dehydrogenase aus Acinetobacter sp. ADP1 (Q59086.1; 42 % Identität, 98 % 
Sequenzabdeckung), einer möglichen Quinat-Dehydrogenase aus Xanthomonas arboricola 
pv. juglandis (Q9XD78.1; 40 % Identität, 97 % Sequenzabdeckung), einer Chinoprotein 
Glukose-Dehydrogenase aus Acinetobacter calcoaceticus (P05465.1; 38 % Identität, 99 % 
Sequenzabdeckung) und der Chinoprotein Glukose-Dehydrogenase aus Escherichia coli K-12 
(P15877.3; 38 % Identität, 99 % Sequenzabdeckung) ermittelt. Eine relativ geringe 
Ähnlichkeit zu einem Protein mit bekannter Struktur hatte Gox1857 zu der Kette A der 
Methanol-Dehydrogenase aus Paracoccus denitrificans (1LRW_A; 25 % Identität, 75 % 
Sequenzabdeckung) (Xia et al., 2003) und der Kette A der Chinohämoprotein Alkohol-
Dehydrogenase ADH-IIG aus Pseudomonas putida HK5 (1YIQ_A; 26 % Identität, 76 % 
Sequenzabdeckung) (Chen et al., 2002; Toyama et al., 2005). Eine Modellierung von 
Gox1857 anhand der Quartärstruktur des letzteren Proteins, angefertigt mit dem Programm 
Cn3D, ist in Abb. 31 A gezeigt. Ein Modell der Kette A der Alkohol-Dehydrogenase 
ADH-IIG aus Pseudomonas putida HK5 mit β-Faltblattstrukturen und α-Helices ist in 
Abb. 31 B dargestellt.  




Abb. 31: Modellierung des Proteins Gox1857 anhand der Quartärstruktur der Kette A der 
Chinohämoprotein Alkohol-Dehydrogenase ADH-IIG aus Pseudomonas putida HK5 (Chen et 
al., 2002; Toyama et al., 2005) und ein Modell der Kette A der Alkohol-Dehydrogenase mit 
β-Faltblattstrukturen und α-Helices, jeweils erstellt mit dem Programm Cn3D. 
(A) Modellierung von Gox1857. Rote Strukturen zeigen eine Übereinstimmung zwischen den 
Proteinsequenzen an, lilafarbene Strukturen zeigen Abweichungen an. Im Zentrum des 
β-Propellers ist ein PQQ-Molekül, sowie ein Ca2+-Ion lokalisiert. Gox1857 besitzt im 
Gegensatz zu der Alkohol-Dehydrogenase aus Pseudomonas putida kein Häm c als Cofaktor. 
(B) Darstellung der Kette A der Alkohol-Dehydrogenase ADH-IIG mit β-Faltblattstrukturen 
(Pfeile) und α-Helices (Röhren). Ansicht von oben auf den β-Propeller.  
 
3.4.2 Klonierung des Gens gox1857 
Das Gen gox1857 wurde aus genomischer DNA von G. oxydans 621H anhand der Primer 
gox1857EcoRI-f und gox1857SnaBI-r amplifiziert. Das Amplikon von 2423 bp (Abb. 32 A) 
beinhaltete dabei auch die stromaufwärts gelegene Ribosomenbindestelle des Gens. Über die 
durch die Primer angefügten EcoRI- und SnaBI-Restriktionsschnittstellen konnte das 
DNA-Fragment anschließend in den Überexpressionsvektor pBBR1p452-ST eingebracht 
werden, so dass das Plasmid pBBR1p452-gox1857-ST entstand (Abb. 33). E. coli-Kolonien, 
die ein Plasmid mit dem gewünschten Gen enthielten, wurden anhand einer PCR mit den 
Primern pBBR1-f und pASK-r identifiziert. Die Größe des korrekten PCR-Produkts betrug 
2968 bp (Abb. 32 B). Die Gensequenz in dem isolierten Plasmid wurde durch Sequenzierung 
mit den Primern pBBR1-f und pASK-r geprüft. Der Vektor pBBR1p452-gox1857-ST wurde 
durch Elektroporation in G. oxydans ∆hsdR eingebracht.  
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2423 bp
2968 bp
A.                                   B.
1       2                            1      2
 
Abb. 32: Klonierung des Gens gox1857. (A) Produkt aus der PCR zur Amplifizierung des 
Gens gox1857. Spur 1: GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific, von oben: 10.000, 
8.000, 6.000, 5.000, 4.000,3.500, 3.000, 2.500, 2.000, 1.500, 1.000, 750, 500, 250 bp); Spur 2: 
PCR-Produkt. (B) Produkt der PCR zur Identifizierung von E. coli-Kolonien, die den Vektor 
pBBR1p452-gox1857-ST trugen. Spur 1: GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific); 














Abb. 33: Karte des Vektors pBBR1p452-gox1857-ST. Mit rep: Replikationsursprung; p452: 
Promotorregion des Gens gox0452; gox1857: Gen gox1857; Streptag: Sequenz für den 
Strep-Tag II; Kan: Kanamycinresistenzkassette, mob: Mobilisierungsgen. 
 
3.4.3 Aktivität der Membranfraktionen von G. oxydans mit myo-Inositol 
und L-Sorboson 
Zunächst wurden Aktivitätstests mit den Membranfraktionen des Überexpressionsstamms 
G. oxydans ∆hsdR mit dem Plasmid pBBR1p452-gox1857-ST und des Kontrollstamms 
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G. oxydans ∆hsdR mit dem Plasmid pBBR1p452 gemacht. Hierbei wurden die Substrate 
myo-Inositol und L-Sorbososn eingesetzt, da vermutet wurde, dass es sich bei dem Enzym 
Gox1857 um eine myo-Inositol Dehydrogenase oder um eine L-Sorboson-Dehydrogenase 
handelt. Die Membranfraktionen wurden aus 400 mL der entsprechenden Kulturen präpariert 
und anschließend die Aktivität unter Verwendung der Elektronenakzeptoren PMS und DCPIP 
bzw. Ferricyanid gemessen. Außerdem wurde die Sauerstoffverbrauchsrate mit den 
Zuckerderivaten anhand einer Sauerstoffelektrode bestimmt. Wenn das Substrat myo-Inositol 
eingesetzt wurde, ergab die Aktivitätsmessung mit PMS und DCPIP in 
167 mM Tris-HCl-Puffer bei pH 8,75 für die Membranfraktion des Überexpressionsstamms 
eine nur leicht erhöhte Aktivität (0,528 ± 0,090 U/mg) im Vergleich zu dem Kontrollstamm 
(0,415 ± 0,055 U/mg). Mit dem Elektronenakzeptor Ferricyanid war die spezifische Aktivität 
niedriger im Vergleich zu PMS und DCPIP (ca. – 50 %). Messungen in 
40 mM Kaliumphosphatpuffer bei pH 6 und 7 zeigten, dass die Aktivität mit sinkendem 
pH-Wert abnahm. Deshalb wurden alle folgenden Messungen bei pH 8,75 durchgeführt. Mit 
dem Substrat L-Sorboson musste, aufgrund einer starken Reaktivität des Substrats mit 
DCPIP, Ferricyanid als Elektronenakzeptor eingesetzt werden. Mit L-Sorboson war jedoch 
keine Aktivität der Membranfraktionen messbar. Die Reaktion von L-Sorboson ohne das 
Enzym stellte bei den Messungen ein Problem dar. Deshalb mussten die enzymatischen 
Reaktionen nach Aufnahme einer Basisabnahme der Absorption durch die Zugabe der 
Membranfraktionen gestartet werden. Mögliche relativ geringe Aktivitäten der 
Membranfraktionen mit L-Sorboson könnten so jedoch überdeckt worden sein. Die 
Messungen an der Sauerstoffelektrode spiegelten die Ergebnisse mit den artifiziellen 
Elektronenakzeptoren wieder. Die Sauerstoffverbrauchsrate der Membranfraktion des 
Überexpressionsstamms mit myo-Inositol (225 nmol ½O2 min-1 mg–1) war nur leicht erhöht 
im Vergleich zu dem Kontrollstamm (191 nmol ½O2 min-1 mg–1). Auch hier konnte kein 
Sauerstoffverbrauch mit dem Substrat L-Sorboson gemessen werden, der über den 
Basisverbrauch von L-Sorboson ohne die Zugabe der Membranfraktionen hinausging. 
Aufgrund der relativ niedrigen Aktivitäten der Membranfraktionen mit myo-Inositol wäre es 
von Vorteil, wenn das Protein Gox1857 in gereinigter Form vorliegen würde. So könnte 
geklärt werden, ob dieses Enzym für die mit den Membranfraktionen gemessene Oxidation 
von myo-Inositol verantwortlich ist und/oder ob das Enzym Gox1857 ein anderes Substrat als 
myo-Inositol bevorzugt. Mit dem isolierten Protein könnte auch eine eventuelle Aktivität mit 
L-Sorboson besser gemessen werden.  
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3.4.4 Überproduktion und Aufreinigung des Proteins Gox1857 
Wie für die Aufreinigung der membrangebundenen Glukose-Deydrogenasse wurden 400 mL 
Kulturen des Überexpressionsstamms, in diesem Fall G. oxydans ∆hsdR mit dem Plasmid 
pBBR1p452-gox1857-ST, bei einer OD600 nm von 0,8 – 1,2 geerntet und die 
Membranfraktionen präpariert. Zur Solubilisierung der Membranen wurden jeweils 1 % der 
nicht-ionischen Detergenzien Triton X-100, n-Dodecyl-β-D-Maltosid (DDM), n-Octyl-β-D-
Glukopyranosid (OG) und Brij-35 getestet. Die in der darauf folgenden Strep-Tactin-
Affinitätschromatographie verwendeten Puffer enthielten 0,1 % der entsprechenden 
Detergenzien. Der Proteingehalt in den Elutionsfraktionen wurde mit dem Detergenz-
kompatiblen Bio-Rad DC Protein Assay Kit bestimmt. Dabei zeigte sich, dass nur bei der 
Verwendung der Detergenzien Triton X-100 und DDM Protein erhalten wurde. Die 
Gesamtausbeute an Protein war mit 20 – 45 µg aus 400 mL Kultur jedoch sehr gering. Durch 
eine Steigerung des eingesetzten Kulturvolumens auf 2,5 L konnte die Proteinausbeute auf 
180 µg erhöht werden. Das gereinigte Protein wurde in einer SDS-PAGE und einem Western-
Blot überprüft und die Aktivität mit verschiedenen Substraten getestet.  
 
3.4.4.1 SDS-PAGE und Western-Blot des Proteins Gox1857 
Das durch Strep-Tactin-Affinttätschromatographie aufgereinigte Protein Gox1857 wurde in 
einer SDS-PAGE und einem Western-Blot analysiert. In dem mit Silber gefärbten Gel der 
SDS-PAGE (Abb. 34 A) war eine einzelne, klare Bande sichtbar, für die anhand des 
Größenstandards ein Molekulargewicht von 87 kDa ermittelt wurde. Dies entsprach der 
vorhergesagten Größe des rekombinanten Proteins mit dem Strep-Tag. Auch auf dem 
Western-Blot konnte eine einzelne Bande bei der entsprechenden Größe detektiert werden 
(Abb. 34 B). Folglich lag das Protein Gox1857 in ausreichend gereinigter Form vor.  
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A. B.  
1        2                           1       2
 
Abb. 34: SDS-PAGE und Western-Blot des Proteins Gox1857. Das Protein in den gezeigten 
Elutionsfraktionen wurde unter Verwendung des Detergenz DDM aufgereinigt. 
(A) SDS-PAGE. Spur 1: PageRuler Unstained Protein Ladder (Thermo Scientific, von oben: 
200, 150, 120, 100, 85, 70, 60, 50, 40, 30, 25, 20 kDa); Spur 2: gereinigtes Protein Gox1857. 
(B) Western-Blot. Spur 1: PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, von oben: 
170, 130, 95, 72, 55, 43, 34, 26, 17 kDa); Spur 2: gereinigtes Proteins Gox1857. 
 
3.4.4.2 Substratspektrum des Enzyms Gox1857  
Die Aktivität des gereinigten Enzyms Gox1857 wurde zunächst mit den Substraten 
myo-Inositol und L-Sorboson getestet. Dabei wurden die Tests mit 20 – 40 mM myo-Inositol 
in 167 mM Tris-HCl-Puffer pH 8,75 (Hölscher et al., 2007) unter Verwendung der 
artifiziellen Elektronenakzeptoren PMS und DCPIP durchgeführt. Für die Tests mit 
20 - 40 mM L-Sorboson in 167 mM Tris-HCl-Puffer pH 8,75 bzw. 40 mM KP-Puffer 
pH 6 oder 7 wurde der Elektronenakzeptor Ferricyanid verwendet. Aufgrund der zu 
beobachtenden Reaktion des Substrats ohne Enzym, wurde das Enzym grundsätzlich als 
letztes in den Reaktionsansatz gegeben und zuvor eine Basisabnahme der Absorption 
gemessen. Da für Gox1857 mit myo-Inositol eher geringe spezifische Aktivitäten 
(0,5 - 5 U/mg) und mit L-Sorboson keine Aktivität unter den verschiedenen 
Reaktionsbedingungen gemessen werden konnte, wurden diverse weitere Substrate getestet. 
Die Aktivität mit den Zuckern, Zuckeralkoholen und zyklischen Diolen wurde mit den 
Elektronenakzeptoren PMS und DCPIP in 167 mM Tris-HCl pH 8,75 oder 40 mM KP-Puffer 
pH 7 überprüft. Dabei konnte mit den Substraten Ribitol, Sorbitol, Mannitol, Xylitol, Glyoxal, 
Methylglyoxal, 1,4-Cyclohexandiol, 1,2-Cyclohexandiol, cis-1,2-Cyclopentandiol, trans-1,2-
Cyclopentandiol, cis/trans-1,3-Cyclopentandiol, L-Sorbose, D-Glukose, Fruktose und 
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2-L-epi-2-Inosose keine Aktivität des Enzyms Gox1857 gemessen werden, die höher war als 
mit myo-Inositol.  
 
3.4.4.3 Rekonstitution des Enzyms Gox1857 mit PQQ 
Bei Gox1857 handelt es sich um eine PQQ abhängige Dehydrogenase. Um zu überprüfen, ob 
das gereinigte Enzym aufgrund des Verlustes der prosthetischen Gruppe während des 
Aufreinigungsprozesses nur wenig aktiv war, wurde in einem Rekonstitutionsansatz PQQ 
zugegeben. Dazu wurden 0,4 - 1,2 µg Protein in 1 mL Tris-HCl-Puffer pH 8,75 mit 16,5 µM 
PQQ und 20 mM CaCl2 oder MgSO4 für 10 Minuten auf Eis oder bei Raumtemperatur 
inkubiert. Anschließend wurde ein Aktivitätstest mit 40 mM myo-Inositol unter Verwendung 
von PMS und DCPIP durchgeführt. Die Inkubation mit PQQ und CaCl2 führte dabei zu keiner 
Steigerung der Aktivität und nach einer Inkubation mit PQQ und MgSO4 war gar keine 
Aktivität mehr messbar. Da PQQ häufig so fest mit dem Enzym assoziiert ist, dass es 
während der Aufreinigung gebunden bleibt (siehe z. B. membrangebundene Glukose-
Dehydrogenase), war davon auszugehen, dass auch Gox1857 zusammen mit der 
prosthetischen Gruppe aufgereinigt wurde.  
 
3.4.4.4 Auswirkungen von Detergenz auf die Oxidation von myo-Inositol  
Bevor die membrangebundene Dehydrogenase Gox1857 über Step-Tactin-
Affinitätschromatographie aufgereinigt werden konnte, mussten die Membranfraktionen mit 
Detergenz solubilisiert werden. Um zu überprüfen, ob dies Auswirkungen auf die Aktivität 
der Enzyme hatte, wurde die Aktivität von mit DDM behandelten Membranfraktionen im 
Vergleich zu einer Kontrolle ohne Detergenz gemessen. Die Messungen wurden mit dem 
Substrat myo-Inositol und den Elektronenakzeptoren PMS und DCPIP bei einem pH-Wert 
von 8,75 durchgeführt. Dabei war festzustellen, dass die Aktivität der Membranfraktionen, 
die in 1 % DDM inkubiert wurden, nach 1,5 Stunden im Vergleich zu der Aktivität der 
Kontrollemembranfraktionen um 95 % gesunken war (0,04 U/mg vs. 0,69 U/mg). Ähnlich 
führte auch die Inkubation der Membranfraktionen mit dem Detergenz Triton X-100 zu einer 
fast sofortigen Abnahme der Aktivität. Dies zeigte, dass das Enzym in den 
Membranfraktionen, das für die Oxidation von myo-Inositol verantwortlich war, durch die 
Detergenzien offensichtlich destabilisiert wurde. Eine Destabilisierung könnte 
dementsprechend auch die recht geringen Aktivitäten des gereinigten Proteins Gox1857 
erklären. Ein erster Versuch, die Membranproteine während der Solubilisierung durch die 
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Zugabe von Lipiden in der Form von 1 - 2 % Asolectin zu stabilisieren, zeigte jedoch keinen 
Erfolg.  
 
3.4.4.5 Zugabe des Extrakts von polaren Lipiden aus E. coli zu dem gereinigten Protein 
Gox1857 
Da die Solubilisierung der Membranfraktionen mit Detergenz zu einer staken Verminderung 
der Aktivität mit dem Substrat myo-Inositol führte, wurde getestet, ob die Aktivität des 
gereinigten Proteins Gox1857 durch die Zugabe von Lipiden gesteigert werden konnte. Dazu 
wurde der Extrakt von polaren Lipiden aus E. coli wie unter „Material und Methoden“ 
beschrieben vorbereitet und anschließend 125 µg Lipide zu 0,32 µg Enzym gegeben. Die 
Aktivität mit myo-Inositol und L-Sorboson wurde unter Verwendung von Ferricyanid als 
Elektronenakzeptor in 167 mM Tris-HCl-Puffer bei pH 8,75 geprüft. Mit beiden Substraten 
war jedoch keine gesteigerte Aktivität messbar. Dementsprechend besaß das Enzym entweder 
generell eine eher geringere Aktivität mit myo-Inositol und keine Aktivität mit L-Sorboson, 
oder aber es benötigt für eine Steigerung der Aktivität andere Lipide bzw. eine andere 
Konzentration der Lipide. Möglich ist auch, dass Gox1857 in vollständige Liposomen 
integriert werden müsste, damit eine höhere Aktivität des Enzyms erreicht wird. 
 
 
3.5 Analyse der putativen L-Sorboson-Dehydrogenase 
Gdi_3764 aus Ga. diazotrophicus 
 
Das in dieser Arbeit weiterentwickelte System für die homologe Produktion und 
Aufreinigung von Membranproteinen wurde erfolgreich für Dehydrogenasen aus G. oxydans 
(mGDH, Gox1857) eingesetzt. Die entsprechenden Gene wurden als Strep-Tag-
Fusionsproteine unter dem moderaten Promotor p452 exprimiert und die Proteine konnten 
nach der Solubilisierung aus der Membran über Strep-Tactin-Affinitätschromatographie 
aufgereinigt werden. Nun sollte das System auf andere Essigsäurebakterien übertragen 
werden. Hierzu wurde eine putative L-Sorboson-Dehydrogenase aus Ga. diazotrophicus 
ausgewählt. Bezüglich der die L-Sorboson-Dehydrogenase kodierenden Gensequenz 
bestanden zwei mögliche Varianten, da das Genom von Ga. diazotrophicus PAl 5 durch zwei 
unabhängige Gruppen sequenziert wurde. Von Bertalan et al. (2009) aus dem Instituto de 
Bioquímica Médica in Brasilien wurde eine 468 Aminosäuren umfassende L-Sorboson-
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Dehydrogenase vorhergesagt, die durch das Gen gdi_3764 kodiert wird (NCBI: 
YP_001603987.1). Bei Lucas et al. (2008) aus dem US DOE Joint Genome Institute beginnt 
das entsprechende Gen gdia_2640 an einem alternativen Startcodon, wodurch das kodierte 
Protein um 17 Aminosäuren kürzer ist (NCBI: YP_002276996.1). Um sicher zu gehen, dass 
das vollständige Protein produziert wird, wurde in dieser Arbeit auf die längere Gensequenz 
zurückgegriffen und das kodierte Protein im Folgenden als Gdi_3764 bezeichnet. Es war 
davon auszugehen, dass die Verwendung der verlängerten Sequenz keine Probleme 
verursacht, da das Gen homolog in Ga. diazotrophicus überexprimiert werden sollte und das 
korrekte Startcodon somit in dem Expressionsstamm erkannt werden müsste. Das Gen 
gdi_3764 wurde für die homologe Expression in Ga. diazotrophicus zum einen in den Vektor 
pBBR1p452-ST eingebracht, der die Sequenz für einen einfachen Strep-Tag II enthielt, und 
zum anderen wurde der doppelte Strep-Tag (One-Strep-Tag) eingesetzt.  
 
3.5.1 Bioinformatische Analyse des Proteins Gdi_3764 
Mit beiden Varianten der Proteinsequenz für die L-Sorboson-Dehydrogenase, Gdi_3764 und 
Gdia_2640, wurde eine Suche in der nicht-redundanten BLAST-Datenbank von NCBI 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, 10.12.12) (Altschul et al., 1997) durchgeführt. Dabei 
wurde eine große Homologie zu der membrangebundenen L-Sorboson-Dehydrogenase aus 
Gluconacetobacter liquefaciens festgestellt (Q44091; 79 % Identität und 94 bzw. 98 % 
Sequenzabdeckung) (Shinjoh et al., 1995). Die Homologie von Gdi_3764 zu diesem Protein 
trat dabei erst ab Aminosäure 18 auf. Dies könnte ein Hinweis darauf sein, dass die kürzere, 
durch das Gen gdia_2640 kodierte Variante der putativen L-Sorboson-Dehydrogenase 
vermutlich die korrekte Variante ist. Durch die BLAST-Analyse wurden auch Homologien 
(70 - 76 % Identität, 91 - 93 % Sequenzabdeckung bzw. 70 - 77 % Identität, 94 - 97 % 
Sequenzabdeckung) zu weiteren, putativen L-Sorboson Dehydrogenasen aus 
Gluconacetobacter oboediens (WP_010515891), Gluconacetobacter europaeus 
(WP_019091946.1), Acetobacter pasteurianus 386B (YP_008391304.1), Acetobacter 
pomorum (WP_006117236) und Acetobacter pasteurianus (WP_019087754) gefunden.  
 
Mithilfe des TMHMM Servers (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/ 10.12.13) 
wurden für das Protein Gdi_3764/Gdia_2640 eine N-terminale Transmembranhelix 
(Aminosäuren 23 - 45/7 - 29) und eine große, periplasmatische Domäne vorhergesagt. Mit 
dem Bioinformatikprogramm Phobius (http://phobius.sbc.su.se/, 10.12.13) wurde dagegen 
keine Transmembranhelix, sondern ein Signalpeptid (Aminosäuren 1 - 55/1 - 38) postuliert. 
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Das Vorhandensein eines Signalpeptids konnte über den SignalP 4.1 Server 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/, 10.12.13) (Petersen et al., 2011) nicht bestätigt 
werden. Mit Psipred (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/, 10.12.13) (Buchan et al., 2013; Jones, 
1999) wurden für Gdi_3764/Gdia_2640 zwei α-Helices (Aminosäuren 21 - 39 und 131 – 140 
bzw. Aminosäuren 6 - 22 und 114 - 124), sowie einige β-Faltblatt-Stränge vorhergesagt. 
InterPro (http://www.ebi.ac.uk/interpro/, 10.12.13) (Hunter et al., 2012) zeigte für das Protein 
die Signatur für einen sechs-blättrigen TolB-ähnlichen β-Propeller (Abergel et al., 1999) und 
die Domäne für eine lösliche Glukose/Sorboson-Dehydrogenase an. Aufgrund der 
divergierenden Ergebnisse, die die verschiedenen bioinformatischen Analysen für das Protein 
Gdi_3764/Gdia_2640 ergaben, musste in dieser Arbeit experimentell überprüft werden, ob 
das Protein membrangebunden ist und eine große Domäne mit dem aktiven Zentrum im 
Periplasma besitzt oder ob es sich um ein lösliches, periplasmatisches Protein handelt.  
 
3.5.2 Klonierung des Gens gdi_3764 aus Ga. diazotrophicus 
Das Gen gdi_3764 wurde zusammen mit 33 bp der stromaufwärts gelegenen Region anhand 
der Primer gdi3764_MfeIf und gdi3764_SnaBIr mit genomischer DNA von 
Ga. diazotrophicus als Matrize in einer PCR amplifiziert. Über die angefügten 
Restriktionsschnittstellen für MfeI und SnaBI wurde das Amplikon von 1475 bp (Abb. 35 A) 
anschließend in den mit EcoRI und SnaBI behandelten Überexpressionsvektor 
pBBR1p452-ST eingebracht. Dabei war zu beachten, dass MfeI zu EcoRI kompatible 
kohäsive Enden produziert. Diese Alternative wurde aufgrund einer EcoRI-Schnittstelle in 
dem Gen gewählt. Durch die Ligation entstand das Plasmid pBBR1p452-gdi3764-ST 
(Abb. 36 A). Parallel dazu wurde auch der Vektor pBBR1p452-gox0265-OneST (siehe 
Abschnitt 3.3.2) mit den Restriktionsenzymen EcoRI und SnaBI verdaut, anschließend mit 
alkalischer Phosphatase behandelt um eine Re-Ligation mit dem Ausgangsfragment zu 
verhindern und mit dem gdi_3764-Fragment ligiert. So wurde der Vektor pBBRp452-
gdi3764-OneST erhalten (Abb. 36 B), über den das Gen als Fusionsprotein mit doppeltem 
Strep-Tag exprimiert werden konnte. Zur Identifizierung von E. coli-Kolonien, die einen 
Vektor mit dem gewünschten Gen enthielten, wurde jeweils eine PCR mit den Primern 
pBBR1-f und pASK-r durchgeführt. Die Größe der erwarteten PCR Produkte betrug 2002 bp 
für den Vektor pBBR1p452-gdi3764-ST und 2071 bp für den Vektor pBBR1p452-gdi3764-
OneST. (Abb. 35 B und C). Die Gensequenz in den hergestellten Vektoren wurde jeweils 
durch Sequenzierung mit den gleichen Primern überprüft. Die Überexpressionsvektoren 
wurden durch Elektroporation in Ga. diazotrophicus eingebracht.  
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1475 bp
A.                                  B.                          C.
1    2                              1      2          1      2       
2071 bp2002 bp
 
Abb. 35: Klonierung des Gens gdi_3764. (A) Produkt aus der PCR zur Amplifizierung des 
Gens gdi_3764. Spur 1: GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific, von oben: 10.000, 
8.000, 6.000, 5.000, 4.000, 3.500, 3.000, 2.500, 2.000, 1.500, 1.000, 750, 500, 250 bp); 
Spur 2: PCR-Produkt. (B) Produkt der PCR zur Identifizierung von E. coli-Kolonien mit 
Vektor pBBR1p452-gdi3764-ST. Spur 1: GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific); 
Spur 2: Produkt der Kolonie-PCR. (C) Produkt der PCR zur Identifizierung von E. coli-
Kolonien mit Vektor pBBR1p452-gdi3764-OneST. Spur 1: GeneRuler 1 kb DNA Ladder 























A.                                                   B.
 
Abb. 36: Karten der Vektoren, die für die homologe Expression des Gens gdi_3764 aus 
Ga. diazotrophicus verwendet wurden. (A) pBBR1p452-gdi3764-ST; (B) pBBR1p452-
gdi3764-OneST. Mit rep: Replikationsursprung; Kan: Kanamycinresistenzkassette, mob: 
Mobilisierungsgen; Streptag: Sequenz für den Strep-Tag II; One Streptag: Sequenz für den 
One-Strep-Tag; p452: Promotorregion des Gens gox0452; gdi3764: Gen gdi_3764.  
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3.5.3 Transkriptabundanz des Gens gdi_3764 in Ga. diazotrophicus 
Die Expression des Gens gdi_3764 in Ga. diazotrophicus mit dem Plasmid 
pBBR1p452-gdi3764-ST und dem Plasmid pBBR1p452-gdi3764-OneST im Vergleich zu der 
Expression im Wildtyp wurde durch RT-qPCR geprüft. Die Gesamt-RNA aus den 
entsprechenden Stämmen wurde isoliert und anschließend in der RT-qPCR jeweils der 
Quantifikationszyklus (Cp) des konstitutiv exprimierten Gens gdia_2968, das das ribosomale 
Protein L23 kodiert, als Referenz für die Bestimmung der gdi_3764-Expressionsrate 
verwendet. Dabei zeigte sich, dass die Transkriptabundanz des Gens gdi_3764 in den beiden 
Stämmen mit den Überexpressionsvektoren 91- bis 97-fach höher war als die 
Transkriptabundanz des Referenzgens gdia_2968 (siehe Tabelle 11). In dem Wildtyp-Stamm 
war dagegen die Expressionsrate des Referenzgens höher als die des Gens gdi_3764. Die 
relative Transkriptabundanz des Gens gdi_3764 bezogen auf das Referenzgen gdia_2968 war 
in Ga. diazotrophicus mit dem Plasmid pBBR1p452-gdi3764-ST und dem Plasmid 
pBBR1p452-gdi3764-OneST im Vergleich zu dem Wildtyp entsprechend 8230- bis 
8820-fach erhöht. Somit war davon auszugehen, dass das Gen basierend auf den 
Überexpressionsvektoren in Ga. diazotrophicus ausreichend exprimiert wurde, um eine 
Aufreinigung des Strep-Tag-Fusionsproteins aus diesem Organismus zu ermöglichen.  
 














17,9 ± 0,3 11,3 ± 0,2 - 6,6 97 
Ga. diazotrophicus 
pBBR1p452-gdi3764-OneST 
17,8 ± 0,05 11,3 ± 0,1 - 6,5 90,5 
Ga. diazotrophicus Wildtyp 18 ± 0,02 24,5 ± 0,01 6,5 0,011 
 
3.5.4 Überproduktion und Aufreinigung des Proteins Gdi_3764  
Um zu überprüfen, ob das Protein Gdi_3764, wie aufgrund der Transkriptionsstudien 
anzunehmen war, in Ga. diazotrophicus mit dem Plasmid pBBR1p452-gdi3764-ST 
überproduziert wurde, wurde zunächst das Zelllysat in einem Western-Blot analysiert. Der 
Überexpressionsstamm wurde dazu in 500 mL YM-Medium bis zu einer OD600 nm von 1,1 
angezogen, die Zellen geerntet und durch Ultraschall lysiert. Da außerdem festgestellt werden 
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sollte, ob das Protein wie vorhergesagt an die Membran gebunden war, oder in löslicher Form 
vorlag, wurde die Membranfraktion von den löslichen Zellbestandteilen durch 
Ultrazentrifugation getrennt und die so entstandenen Fraktionen ebenfalls in einem 
Western-Blot analysiert. Anhand des Strep-Tactin-Meerrettichperoxidase-Konjugats wurde 
für das Lysat auf dem Western-Blot eine schwache Bande bei einer Größe von etwa 50 kDa 
detektiert (Abb. 37). Für das Zelllysat des Ga. diazotrophicus Wildtyps war diese Bande nicht 
sichtbar (Abbildung nicht gezeigt). Für die Membranfraktion war die entsprechende Bande 
wesentlich stärker ausgeprägt, während die Bande für den Überstand mit den löslichen 
Zellbestandteilen kaum sichtbar war. Deshalb wurde davon ausgegangen, dass das Protein 
erstens überproduziert wurde und zweitens mit der Membran assoziiert war. 
 
1     2      3        4 
 
Abb. 37: Western-Blot der Zellfraktionen von Ga. diazotrophicus mit dem Plasmid 
pBBR1p452-gdi3764-ST. Spur 1: PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, 
von oben: 170, 130, 95, 72, 55, 43, 34, 26 kDa); Spur 2: Überstand nach Ultrazentrifugation 
(lösliche Fraktion); Spur 3: Membranfraktion; Spur 4: Zelllysat. 
 
3.5.4.1 Aufreinigung des Proteins Gdi_3764 
Für die Aufreinigung des Proteins Gdi_3764 über Strep-Tactin-Affinitätschromatographie 
wurde der Überexpressionsstamm Ga. diazotrophicus mit dem Plasmid pBBR1p452-gdi3764-
OneST gewählt, da zuvor gezeigt wurde, dass die Proteinausbeute bei Verwendung des 
doppelten Strep-Tags im Vergleich zu dem einfachen Strep-Tag höher ist (siehe Aufreinigung 
der membrangebundenen Glukose-Dehydrogenase, Abschnitt 3.3.5.9). Aus einer 500 mL 
Kultur des Ga. diazotrophicus gdi_3764-Überexpressionsstamms wurde, wie für die 
membrangebundene Glukose-Dehydrogenase und Gox1857 aus G. oxydans beschrieben, die 
Membranfraktion präpariert und anschließend mit dem Detergenz Triton X-100 solubilisiert. 
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Nach der Strep-Tactin-Affinitätschromatographie wurde die Proteinkonzentration in den 
Elutionsfraktionen mit dem Detergenz-kompatiblen Bio-Rad DC Protein Assay Kit bestimmt. 
Die so ermittelte Gesamtausbeute an Protein lag bei 90 µg/mL.  
 
3.5.4.2 SDS-PAGE und Western-Blot des Proteins Gdi_3764 
Das gereinigte Protein Gdi_3764 wurde in einer SDS-PAGE und einem Western-Blot 
analysiert. Dabei konnte das Protein in den aufgetragenen Elutionsfraktionen zunächst weder 
in dem mit Silber gefärbten Gel der SDS-PAGE noch auf dem Western-Blot detektiert 
werden (Abbildungen nicht gezeigt). Erst nachdem die Elutionsfraktionen vereinigt und das 
Protein durch Zentrifugation über eine Säule (Vivaspin 500 von Sartorius; Zentrifugation bei 
4 °C und 12000 Upm) eingeengt wurde, konnte es auf einem Western-Blot bei der zu 
erwartenden Größe von ca. 50 kDa detektiert werden (Abb. 38). Aufgrund des geringen 
Unterschieds in dem theoretischen Molekulargewicht der beiden möglichen Varianten des 
Strep-Tag-Fusionsproteins (51,6 kDa für Gdi_3764-ST und 49,87 kDa für Gdia_2640-ST) 
konnte anhand des Western-Blots nicht unterschieden werden, welche Proteinvariante vorlag 
und bei welchem Startcodon in der DNA-Sequenz das Gen dementsprechend beginnt. Der 
Western-Blot zeigte jedoch, dass das Protein unter Verwendung des One-Strep-Tags in 
geringen Mengen aus Ga. diazotrophicus aufgereinigt werden konnte.  
 
1         2
 
Abb. 38: Western-Blot des gereinigten Proteins Gdi_3764 mit dem One-Strep-Tag. 
Spur 1: PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, von oben: 170, 130, 95, 72, 
55, 43, 34, 26, 17 kDa); Spur 2: gereinigtes Protein Gdi_3764. 
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3.5.4.3 Aktivitätstest des gereinigten Proteins Gdi_3764 mit L-Sorboson 
Die Aktivität des gereinigten Proteins Gdi_3764 mit L-Sorboson wurde unter Verwendung 
des Elektronenakzeptors Ferricyanid getestet. Die Ansätze enthielten jeweils 20 µl des 
Enzyms vor oder nach der Einengung, 10 mM L-Sorboson und 1 mM Ferricyanid in 1 mL 
40 mM KP-Puffer pH 6 oder 7 bzw. 100 mM Tris-HCl-Puffer pH 7. Dabei konnte jedoch 
keine Oxidation des Substrats durch das Enzym festgestellt werden. Wie schon zuvor 
beschrieben, stellte auch hier die Reaktion von L-Sorboson ohne Enzym ein Problem dar. Da 
das Protein nur in geringen Konzentrationen vorlag, konnten eventuelle geringfügige 
Aktivitäten so überdeckt werden.  
 




Membrangebundene Dehydrogenasen spielen eine Schlüsselrolle bei der schnellen stereo- 
und regiospezifischen Umsetzung einer großen Reihe von Zuckern, Alkoholen und Polyolen 
durch Essigsäurebakterien. Die Substrate werden direkt im Periplasma unvollständig oxidiert 
und die entstehenden Aldehyde, Ketone und organischen Säuren über Porine in das Medium 
abgegeben (Deppenmeier & Ehrenreich, 2009). Um das große biotechnologische Potential 
membrangebundener Dehydrogenasen ausschöpfen zu können, ist es wichtig, die genaue 
Funktion der Proteine zu kennen. Viele dieser Enzyme wurden bereits unter anderem aus den 
in dieser Arbeit eingesetzten Essigsäurebakterien Gluconobacter oxydans und 
Gluconacetobacter diazotrophicus aufgereinigt und charakterisiert (Adachi et al., 1980, 2001; 
Gómez-Manzo et al., 2008, 2010a; Matsushita et al., 2003), jedoch bilden diese Organismen 
auch einige membrangebundene Dehydrogenasen mit bisher unbekannter Funktion. Die 
Aufreinigung von Membranproteinen, die der Charakterisierung vorangeht, ist mit den bisher 
beschriebenen Verfahren aufwändig und zeitintensiv. Deshalb stellte die Entwicklung eines 
geeigneten Systems zur Produktion und Aufreinigung von membrangebundenen 
Dehydrogenasen aus Essigsäurebakterien einen Schwerpunkt dieser Arbeit dar. 
 
4.1 Gluconobacter oxydans als Organismus der 
Biotechnologie 
 
4.1.1 Biotechnologische Anwendungen von G. oxydans 
G. oxydans wird bereits für eine Reihe von Prozessen in der Biotechnologie verwendet. Der 
Organismus wird z. B. zur Produktion von D-Tagatose, einem Süßstoff mit geringer 
Kalorienzahl (Rollini & Manzoni, 2005) und Dihydroxyaceton, das in der pharmazeutischen 
Industrie als Bräunungsmittel Verwendung findet (Claret et al., 1994), eingesetzt. Außerdem 
kommt G. oxydans bei der Herstellung von L-Ribulose aus Ribitol zum Einsatz. L-Ribulose 
ist ein bedeutendes chirales Schlüsselmolekül, unter anderem für die Synthese des seltenen 
Zuckers L-Ribose, der in der Produktion von antiviralen Medikamenten verwendet wird (De 
Muynck et al., 2006). Weitere wichtige biotechnologische Anwendungen von G. oxydans 
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sind auch die Oxidation von 1-Amino-1-Deoxy-D-Sorbitol zu 6-Amino-6-Deoxy-L-Sorbose 
in der Produktion des Diabetes-Medikaments Miglitol (N-Hydroxyethyl-1-Deoxynojirimicin) 
(Schedel, 2000) und die Oxidation von D-Sorbitol zu L-Sorbose während des industriellen 
Prozesses zur Synthese von Vitamin C (Adachi et al., 2003; Hancock & Viola, 2002; 
Reichstein & Grüssner, 1934). Daneben ist die Umsetzung von D-Glukose zu D-Glukonat 
eine der genutzten Fähigkeiten von G. oxydans. Glukonat kann weiter zu 2- und 
5-Keto-D-Glukonat sowie zu 2,5-Diketo-D-Glukonat oxidiert werden. 2- und 5-Keto-D-
Glukonat stellen jeweils interessante Vorläufer für die Synthese von Isoascorbinsäure bzw. 
Weinsäure dar (Deppenmeier et al., 2002; Klasen et al., 1992; Merfort et al., 2006a, b). 
2,5-Diketo-D-Glukonat kann wiederum zu 2-Keto-L-Gulonat, einem Intermediat in der 
Vitamin C-Synthese, umgesetzt werden (Deppenmeier et al., 2002). Sowohl ganze Zellen von 
G. oxydans als auch gereinigte Enzyme finden Verwendung als biologische Elemente in 
Sensorsystemen zur Detektion von Alkoholen, Zuckern und Polyolen (Hikuma et al., 1995; 
Lapenaite et al., 2005; Reshetilov et al., 1997; Švitel et al., 1998; Tkáč et al., 2001, 2003, 
2009).  
 
4.1.2 Membrangebundene Dehydrogenasen und PQQ 
Membrangebundene Dehydrogenasen werden allgemein in Chinoproteine, die die 
prosthetische Gruppe Pyrrolochinolinchinon (PQQ) tragen, und Flavoproteine, die Flavin-
Adenin-Dinukleotid (FAD) enthalten, aufgeteilt (Matsushita et al., 1994). Einige dieser 
Enzyme beinhalten zusätzlich zu PQQ auch Cytochrom c und werden entsprechend als 
Chinohämoproteine bezeichnet (Goodwin & Anthony, 1998). PQQ (auch unter dem 
Trivialnamen Methoxatin bekannt) besteht aus einem Pyrrolring, der mit einem Chinolinring, 
der eine o-Chinongruppe aufweist, fusioniert ist (Duine, 1991). Biologisch relevante Redox-
Formen sind die Chinonform (PQQ), die Semichinonform (PQQH.) sowie die Chinolform 
(PQQH2) (Duine et al., 1986). Während viele Bakterien, wie Klebsiella pneumoniae 
(Meulenberg et al., 1992), Acinetobacter calcoaceticus (Goosen et al., 1989), 
Methylobacterium extorquens AM1 (Morris et al., 1994; Springer et al., 1996) und 
Pseudomonas aeruginosa (Gliese et al., 2009) Gene für die Synthese von PQQ besitzen, 
können andere wie Acinetobacter lwoffi und Escherichia coli kein PQQ synthetisieren und 
produzieren dementsprechend nur Apochinoproteine (Matsushita et al., 1997; van Schie et al., 
1984). Zur Bildung funktionsfähiger Chinoproteine benötigen letztere Organismen PQQ, das 
von außer zugeführt wird. In G. oxydans werden die Proteine für die Biosynthese von PQQ 
im pqqABCDE Genkluster kodiert (Felder et al., 2000), wobei der pqqA-Promotor den 
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einzigen Promotor innerhalb des Genklusters darstellt (Hölscher & Görisch, 2006). Neben 
dem Vorkommen in bakteriellen Dehydrogenasen, tritt PQQ auch ubiquitär in höheren 
Organismen auf. Aufgrund seiner Effekte auf verschiedene physiologische und biochemische 
Prozesse und der nachgewiesenen Förderung von Wachstum und Stresstoleranz wird PQQ 
häufig als essentieller Nährstoff oder Vitamin bezeichnet (Kasahara & Kato, 2003; Misra et 
al., 2012). Auch in menschlichen Geweben und Körperflüssigkeiten wurde PQQ 
nachgewiesen (Kumazawa et al., 1992). Da bisher keine Berichte über die Synthese von PQQ 
in eukaryotischen Zellen vorliegen, ist anzunehmen, dass PQQ durch Enterobakterien 
synthetisiert oder über die Nahrung aufgenommen wird. PQQ wurde in fast allen daraufhin 
untersuchten Lebensmitteln nachgewiesen (Kumazawa et al., 1995; Noji et al., 2007) und 
unter anderem wurde die Bedeutung von PQQ für das Wachstum und die Entwicklung von 
Mäusen gezeigt (Killgore et al., 1989; Steinberg et al., 1994). Aus diesem Grund stellen 
sowohl PQQ-abhängige Enzyme als auch die Herstellung von PQQ selbst ein wichtiges 
Kapitel im Bereich der Biotechnologie dar. Dementsprechend interessant ist auch die 
Charakterisierung von PQQ-abhängigen membrangebundenen Dehydrogenasen mit bisher 
unbekannter Funktion. Besonders bei Membranproteinen ist die homologe Produktion von 
Vorteil, da so die funktionale Integration des Proteins in die Membran besser gewährleistet 
werden kann und G. oxydans, im Gegensatz zu E. coli, PQQ selbst synthetisieren kann. 
Deshalb werden geeignete Expressionssysteme für G. oxydans benötigt, die die 
Überproduktion und Aufreinigung dieser Enzyme ermöglichen. 
 
4.1.3 Entwicklung von Expressionssystemen für Essigsäurebakterien 
In der Vergangenheit wurden verschiedene Vektoren für den Gentransfer in 
Essigsäurebakterien entwickelt. Häufig dienten dabei natürlich auftretende, kryptische 
Plasmide mit niedriger Kopienzahl als Basis für die Konstruktion von Shuttle-Vektoren. Die 
Verwendbarkeit der beschriebenen Plasmide war jedoch häufig beschränkt. Während z. B. die 
Transformation und stabile Replikation der Plasmide pTA5001 und pMV102 in Acetobacter 
berichtet wurde (Fukaya et al., 1985c; Ohmori et al., 1982; Okumura et al., 1985), war eine 
Transformation von Gluconobacter mit diesen Plasmiden nicht möglich (Fukaya et al., 
1985a). Die Fusion des Plasmids pMV102 aus Acetobacter aceti subsp. xylinum NBI 1002 
mit dem E. coli Plasmid pACYC177 lieferte Plasmid pMV301, das sich sowohl zur 
Transformation von Acetobacter aceti als auch von E. coli eignete (Fukaya et al., 1985b). 
Analog dazu entstand durch die Ligation des Plasmids pMV201 aus G. oxydans IFO 3130 mit 
dem Plasmid aus E. coli das Plasmid pMG101, das zur Transformation von G. suboxydans 
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var. α IFO 3254 und E. coli eingesetzt werden konnte (Fukaya et al., 1985a). Seitdem wurden 
für G. oxydans weitere kryptische Plasmide (Creaven et al., 1994; Saito et al., 1997; Shinjoh 
& Hoshino, 1995; Tonouchi et al., 1994, 2003; Trček et al., 2000; Zhang et al., 2010) und 
Plasmide mit einem breiten Wirtsspektrum (Broad-Host-Range Plasmide) (Condon et al., 
1991; Merfort et al., 2006a, b; Schleyer et al., 2008) entwickelt. Ein wichtiger Aspekt dabei 
war die Optimierung von industriellen Stämmen zur Steigerung der Produktion von z. B. 
2-Keto-L-Gulonat (Saito et al., 1997) und 5-Keto-D-Glukonat (Merfort et al., 2006a, b). Saito 
et al. (1997) setzten verschiedene E. coli-Promotoren (tufB, tac und PL) zur Expression des 
Sorbose-Dehydrogenase- und Sorboson-Dehydrogenase-Gens in G. oxydans ein. Die 
Aktivität dieser Promotoren wurde jedoch nicht quantifiziert, sondern konnte nur durch die 
Produktion von 2-Keto-L-Gulonat abgeleitet werden. Überdies war der verwendete Vektor 
recht groß und die Sequenz nicht vollständig bekannt. Merfort et al. (2006a, b) nutzten unter 
anderem den tufB-Promotor aus G. oxydans zusammen mit dem Vektor pBBR1MCS-5 
(Kovach et al., 1995). Bei diesem Promotor handelt es sich jedoch vermutlich um einen 
intergenen und schwachen Promoter, der nicht eindeutig definiert wurde. Der gleiche 
Promotor wurde auch in den pEXGOX Klonierungsvektoren verwendet (Schleyer et al., 
2008). Zhang et al. (2010) konstruierten außerdem den auf dem Plasmid pGOX3 aus 
G. oxydans DSM2003 und dem E. coli Vektor pUC18 basierenden Shuttle-Vektor pZL1, der 
in G. oxydans sowie E. coli repliziert werden konnte. Dieser Vektor mit einer mittleren 
Kopienzahl war ohne selektiven Druck weitgehend stabil in G. oxydans. Der Nachteil dieses 
Vektors war, dass auch hier ein nicht definierter Promotor aus G. oxydans genutzt wurde. 
 
Die von Kallnik et al. (2010) eingeführten Vektoren, pBBR1p264 und pBBR1p452, basierten 
auf dem Broad-Host-Range Plasmid pBBR1MCS-2 (Kovach et al., 1995) und boten den 
Vorteil, dass sie konstitutive Promotoren mit definierter Stärke (moderat und stark) enthielten 
und auch die Kopienzahl bekannt war. Zudem waren diese Vektoren relativ klein, 
beinhalteten viele zur Klonierung geeigneten Restriktionsschnittestellen und waren 
mobilisierbar. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die beiden Expressionsvektoren 
weiterentwickelt, um die einfache Produktion und Aufreinigung von Proteinen aus 
G. oxydans zu ermöglichen. Durch die Integration einer C-terminalen Strep-Tag-Sequenz 
wurden die Vektoren so modifiziert, dass eingebrachte Gene als Strep-Tag-Fusionsproteine 
exprimiert wurden, die über Strep-Tactin-Affinitätschromatographie aufgereinigt werden 
konnten. Die Eignung der entstandenen Vektoren pBBR1p264-ST und pBBR1p452-ST für 
die Überproduktion von Proteinen in G. oxydans und deren Aufreinigung wurde zunächst 
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anhand des löslichen Proteins Gox1801 überprüft und das isolierte Protein im Anschluss 
charakterisiert. Im nächsten Schritt wurde die membrangebundene Glukose-Dehydrogenase 
(mGDH) aus G. oxydans als Modellprotein für PQQ-abhängige membrangebundene 
Dehydrogenasen ausgewählt. Das entsprechende Enzym aus G. suboxydans wurde zuvor 
bereits über konventionelle Säulenchromatographie aufgereinigt und charakterisiert 
(Ameyama et al., 1981). Der Aufreinigungsprozess umfasste dabei jedoch mehrere 
aufwändige und zeitintensive Chromatographie-Schritte. Deshalb sollte die Aufreinigung der 
mGDH in dieser Arbeit über Strep-Tactin-Affinitäschromatographie erfolgen. Das Enzym 
eignete sich gut, um den Aufreinigungsprozess von Membranproteinen zu optimieren, da die 
Aktivität leicht gemessen werden konnte. Durch die notwendige Solubilisierung mit 
Detergenzien, wird die Bindung von Membranproteinen an die Strep-Tactin-Säule häufig 
erschwert. Um diesbezüglich eine Verbesserung zu erzielen, wurden in dieser Arbeit auch ein 
modifizierter Strep-Tag mit verlängerter Verbindungssequenz (Linker) zwischen Protein und 
Tag (Streplong) (Zeiser et al., 2014) sowie ein doppelter Strep-Tag (One-Strep-Tag/Twin-
Strep-Tag) zur Aufreinigung der mGDH eingesetzt. Nachdem anhand der mGDH als 
Modellprotein gezeigt worden war, dass Membranproteine mit dem verwendeten System 
überproduziert und gereinigt werden können, wurde der Vektor pBBR1p452-ST zur 
homologen Produktion der membrangebundenen Dehydrogenase Gox1857 aus G. oxydans 
eingesetzt. Schließlich wurde die putative L-Sorboson-Dehydrogenase Gdi_3764 aus 
Gluconacetobacter diazotrophicus mithilfe des Vektors pBBR1p452-ST bzw. einer Variante 
dieses Vektors, die den doppelten Strep-Tag (One-Strep-Tag) enthielt, homolog 
überproduziert und gereinigt. So wurde die Übertragbarkeit des für G. oxydans entwickelten 
Expressionssystems auf andere Essigsäurebakterien überprüft. 
 
 
4.2 Gox1801 – eine Succinat-Semialdehyd-Reduktase aus 
G. oxydans 
 
Anhand des Proteins Gox1801 wurde gezeigt, dass das in dieser Arbeit weiterentwickelte 
System zur homologen Überproduktion und Aufreinigung von Proteinen aus G. oxydans 
geeignet ist. Eine bioinformatische Analyse der Proteinsequenz ergab, dass Gox1801 weder 
eine Transmembrandomäne, noch ein Signalpeptid besitzt. Dementsprechend muss es sich um 
ein cytoplasmatisches Enzym handeln. Es wurden zudem ein bis zwei NAD(P)-Bindestellen 
für Gox1801 identifiziert, die bei cytoplasmatischen Oxidoreduktasen häufig auftreten. In der 
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vorhergesagten Sekundärstruktur des Proteins konnten nur für eine der möglichen NAD(P)-
Bindestellen β-Faltblattstrukturen detektiert werden, die neben α-Helices an der 
charakteristischen Rossmann-Faltung (Rossmann et al., 1974) beteiligt sind. Daher ist unklar, 
ob das Protein Gox1801 eine zweite NAD(P)-Bindestelle aufweist. Eine BLAST-Analyse der 
Proteinsequenz unter Verwendung der UniProtKB/Swissprot-Datenbank zeigte unter anderem 
Ähnlichkeiten von Gox1801 zu einer 2-(Hydroxymethyl)Glutarat-Dehydrogenase aus 
Eubacterium barkeri, einer Glyoxylat/Succinat-Semialdehyd-Reduktase 1 bzw. 
γ-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase aus Arabidopsis thaliana und einer 2-Hydroxy-3-
Oxopropionat-Reduktase bzw. Tartronat-Semialdehyd-Reduktase aus Escherichia coli K-12 
an. Eine geringere Ähnlichkeit zu Proteinen bekannter Struktur wies Gox1801 zu den 
A Ketten der γ-Hydroxybutyrat-Dehydrogenasen aus Geobacter sulfurrenducens und 
Geobacter metallireducens (Zhang et al., 2011) sowie zu einer β-Hydroxysäure-
Dehydrogenase aus Eubacterium barkeri (Reitz et al., 2008) auf. Welche Funktion Gox1801 
genau trägt, galt es in dieser Arbeit anhand des gereinigten Enzyms zu überprüfen. 
 
4.2.1 Aufreinigung und Charakterisierung des Proteins Gox1801 
Die Expression des Gens gox1801 erfolgte unter dem starken Promotor des Vektors 
pBBR1p264-ST. Da es sich bei Gox1801 um ein lösliches Protein handelt, war zu erwarten, 
dass die homologe Überproduktion in G. oxydans auch bei hohen Expressionsraten 
unproblematisch ist. Bei der Aufreinigung des mit einem Strep-Tag II fusionierten Proteins 
aus dem Zelllysat über Strep-Tactin-Affinitätschromatographie wurden in den 
Elutionsfraktionen Proteinkonzentrationen von bis zu 0,34 mg/mL erreicht. Die 
Gesamtausbeute an Protein aus 500 mL Kultur von G. oxydans ∆hsdR mit dem 
entsprechenden Plasmid betrug, abhängig von der jeweiligen Präparation, zwischen 0,38 und 
0,57 mg. Durch eine SDS-PAGE und einen Western-Blot wurde sichergestellt, dass das 
Protein bis zur Homogenität gereinigt vorlag. Es zeigte sich, dass das Enzym Gox1801 
bevorzugt Succinat-Semialdehyd umsetzte. Die spezifische Aktivität von Gox1801 mit 
Succinat-Semialdehyd und dem Cofaktor NADH betrug 225 ± 36 U/mg. Auch NADPH war 
ein geeigneter Elektronendonor für das Enzym. Die spezifische Aktivität mit diesem Cofaktor 
war vergleichbar und betrug 230 ± 19 U/mg. 
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4.2.1.1 Vergleich von Gox1801 mit Succinat-Semialdehyd-Reduktasen aus anderen 
Organismen 
Succinat-Semialdehyd-Reduktasen (SSARs) aus Geobacter sulfurreducens und Geobacter 
metallireducens, sowie eine γ-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase bzw. Succinat-Semialdehyd-
Reduktase aus E. coli, die Succinat-Semialdehyd (SSA) zu γ-Hydroxybutyrat (GHB) 
umsetzen, wurden bereits hetero- bzw. homolog in E. coli überproduziert und die 
rekombinaten Proteine anhand eines Hexahistidin-Tags aufgereinigt (Saito et al., 2009; Zhang 
et al., 2011). Das ermittelte Molekulargewicht von Gox1801 aus G. oxydans war dem der 
SSARs aus Geobacter und E. coli (zwischen 30 und 31 kDa) sehr ähnlich und wie diese lag 
auch Gox1801 nativ als Homotetramer vor. Während Gox1801 vergleichbare spezifische 
Aktivitäten mit den Cofaktoren NADH und NADPH aufwies, war die Aktivität des Enzyms 
aus E. coli mit NADPH geringer als mit NADH. Die SSARs aus Geobacter waren dagegen 
ausschließlich mit dem Cofaktor NADPH aktiv. Die spezifische Aktivität von Gox1801 war 
63-fach bzw. 159-fach höher als die der SSARs aus Geobacter sulfurreducens (3,6 U/mg) und 
Geobacter metallireducens (1,45 U/mg) und zudem wesentlich höher (575-fach) als die 
spezifische Aktivität der E. coli SSAR mit nur 0,4 U/mg (Saito et al., 2009; Zhang et al., 
2011). Dies spiegelte sich auch in den kinetischen Parametern wieder. Der KM–Wert für SSA 
war bei dem Enzym aus G. oxydans mit 5,1 mM vergleichbar mit dem der SSAR aus E. coli 
(4,3 mM), der Vmax-Wert war mit 298 U/mg vs. 0,2 U/mg jedoch bedeutend höher. Die 
Aktivität des Enzyms Gox1801 wurde bei dem optimalen pH-Wert von 6,5 und der optimalen 
Temperatur von 30 °C gemessen. Die Aktivität der Geobacter SSARs wurde dagegen bei pH 
7,5 und Raumtemperatur bestimmt. Die Aktivität der SSAR aus E. coli wurde bei pH 7,2 und 
37 °C gemessen. Geringere Aktivitäten zeigte Gox1801 mit Glyoxal, Phenylglyoxal und 
Methylglyoxal. Die Gegenreaktion der Succinat-Semialdehyd-Reduktion, also die Oxidation 
von GHB zu SSA mit NAD+, wurde lediglich mit einer geringen spezifischen Aktivität 
(4 U/mg) katalysiert. Dies zeigte, dass die Reduktion von SSA durch das Enzym stark 
begünstigt war. Ähnlich wie für Gox1801 wurden auch für das E. coli-Enzym sehr geringe 
Umsatzraten von GHB (KM = 102 mM, Vmax = 0,062 U/mg) sowie Aktivitäten mit 
Methylglyoxal und 3-Hydroxypropansulfonat angegeben (Saito et al., 2009). Aufgrund des 
extrem hohen KM-Werts für GHB ist jedoch davon auszugehen, dass diese Reaktion keinerlei 
physiologische Bedeutung hat. Gleichzeitig war die Aktivität des Enzyms aus E. coli auch mit 
SSA im Vergleich zu der des Enzyms Gox1801 sehr gering. Dies könnte darauf hinweisen, 
dass die Umsetzung von SSA durch das E. coli-Enzym lediglich eine Nebenreaktion ist und 
das Enzym möglicherweise ein anderes, nicht identifiziertes Substrat bevorzugt. Ähnliches 
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könnte für die beschriebenen SSARs aus Geobacter zutreffen, da die spezifischen Aktivitäten 
dieser Enzyme im Vergleich zu der von Gox1801 mit SSA ebenfalls gering waren. Somit ist 
festzustellen, dass es sich bei Gox1801 tatsächlich um eine SSARs handelt, während es sich 
bei den Enzymen aus E. coli und Geobacter mit hoher Wahrscheinlichkeit um Proteine 
handelt, die anderen Familien zugeordnete werden müssen. Die Ergebnisse zeigen eindeutig 
das Alleinstellungsmerkmal für die SSAR aus G. oxydans, die mit hoher katalytischer 
Effizienz SSA zu GHB umsetzt, während die entsprechenden Werte der beschriebenen 
SSARs  aus anderen aeroben Bakterien gering sind. 
 
Auch aus anaeroben Bakterien sind Enzyme bekannt, die SSA reduzieren. In Clostridium 
kluyveri spielt die γ-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase eine wichtige Rolle beim Abbau von 
Succinat (Söhling & Gottschalk, 1996; Wolff & Kenealy, 1995; Wolff et al., 1993). Im ersten 
Schritt wird Succinat durch eine CoA-Transferase aktiviert und Succinyl-CoA dann durch 
eine Succinat-Semialdehyd-Dehydrogenase zu SSA umgesetzt. Durch die γ-Hydroxybutyrat-
Dehydrogenase wird SSA anschließend zu GHB reduziert, das weiter metabolisiert werden 
kann (siehe unten). Söhling & Gottschalk (1996) wiesen die  heterologe Transkription einer 
klonierten Genregion aus Clostridium kluyveri, die auch das Gen für die γ-Hydroxybutyrat-
Dehydrogenase beinhaltete, in E. coli nach. Im Zellextrakt des entsprechenden rekombinaten 
E. coli-Stamms wurde eine γ-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase-Aktivität gemessen. Die NAD-
abhängige γ-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase aus Clostridium kluyveri gehört zur Familie der 
Eisen-enthaltenden Alkohol-Dehydrogenasen und die Proteinsequenz (NCBI: AAA92348) 
weist keine Homologie zu der Sequenz von Gox1801 auf. Eine Sauerstoff-sensitive 
γ-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase wurde aus Clostridium kluyveri bereits aufgereinigt und 
charakterisiert (Wolff & Kenealy, 1995). Es wurde vermutet, dass die Sensitivität des Enzyms 
gegenüber Sauerstoff auf die enthaltenen Kupfer-Ionen zurück zu führen ist, die mit 
Sauerstoff reagieren können. Das gereinigte Enzym mit einem Molekulargewicht von 
41,6 kDa lag in der nativen Form als Dimer vor. Da für dieses Protein keine Sequenz 
angegeben wurde, ist nicht eindeutig festzustellen, ob es sich um dasselbe Enzym handelt, auf 
das sich Söhling & Gottschalk (1996) beziehen. Das Molekulargewicht des isolierten Proteins 
stimmte jedoch mit dem theoretischen, aus dieser Sequenz abgeleiteten, überein. Mit 
2800 U/mg war die spezifische Aktivität der γ-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase aus 
Clostridium kluyveri mit dem Substrat SSA etwa 12-fach höher als die Aktivität von 
Gox1801. Der KM-Wert für SSA betrug dabei 0,56 mM und der KM-Wert für den Cofaktor 
NADH lag bei 0,15 mM. Während für Gox1801 mit SSA vergleichbare Aktivitäten mit den 
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Cofaktoren NADH und NADPH festgestellt wurden (KM = 59 µM und Vmax = 307 U/mg für 
NADH, KM = 13 µM und Vmax = 265 für NADPH), wurden bei dem Enzym aus Clostridium 
kluyveri mit NADPH nur 25 % des Vmax-Werts mit NADH erreicht. Wie Gox1801 und die 
SSAR aus E. coli katalysierte die γ-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase aus Clostridium kluyveri 
mit niedrigen und aus physiologischer Sicht vermutlich irrelevanten Raten (KM = 55 mM) 
auch die Oxidation von GHB (Wolff & Kenealy, 1995). Ähnlichkeiten weist die 
γ-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase aus Clostridium kluyveri unter anderem zu dem 
entsprechenden Enzym aus dem ebenfalls anaeroben Bakterium Clostridium aminobutyricum 
auf. Diese γ-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase ist in den Katabolismus von γ-Aminobutyrat 
über SSA und GHB involviert (Gerhardt et al., 2000; Hardman, 1962).  
 
Des Weiteren wurden SSARs aus eukaryotischen Organismen isoliert. Aus dem menschlichen 
Gehirn wurden z. B. zwei NADPH-abhängige Enzyme isoliert, die SSA reduzieren können 
(Cash et al., 1979). Der KM-Wert für SSA lag bei diesen Enzymen zwischen 24 und 56 µM. 
Während das eine Enzym mit einem Molekulargewicht von etwa 45 kDa monomer vorlag 
und neben SSA weitere Substrate umsetzte (dieses Enzym wies die höchste Aktivität mit 
p-Nitrobenzaldehyd auf), lag das andere Enzym als Dimer mit einem Molekulargewicht von 
etwa 90 kDa vor und war spezifischer für SSA. In einer anderen Studie wurde die cDNA, die 
eine menschliche SSAR kodiert, kloniert und in E. coli exprimiert (Schaller et al., 1999). Das 
NADPH-abhängige Enzym erwies sich als identisch mit der Aflatoxin B1 Aldehyd-Reduktase 
aus der menschlichen Leber (Ireland et al., 1998). Die Ähnlichkeit der Proteinsequenz von 
Gox1801 zu der dieser SSAR ist sehr gering (NCBI: AAC52104; 17 % Sequenzabdeckung, 
35 % Identität). Der KM-Wert des isolierten Enzyms betrug 16 µM für SSA und die 
katalytische Effizienz kcat/KM war mit 1,44 x 10-1 s-1 M-1 wesentlich niedriger als die von 
Gox1801 aus G. oxydans mit 3,1 x 104 s-1 M-1. Neben SSA setzte diese menschliche SSAR 
auch begrenzt andere Aldehyde und Ketone wie 2-Carboxybenzaldehyd, 
9,10-Phenathrenchinon, Phenylglyoxal und 4-Nitrobenzaldehyd um (Schaller et al., 1999). 
Enzyme aus dem Gehirn von Schweinen, Rindern und Ratten, die SSA mit unterschiedlichen 
Raten und unterschiedlicher Spezifität reduzieren, wurden ebenfalls bereits beschrieben 
(Andriamampandry et al., 1998; Cho et al., 1993; Cromlish & Flynn, 1985; Hearl & 
Churchich, 1985; Rumigny et al., 1980). Aufgrund der variierenden Bezeichnungen für diese 
Enzyme und der Tatsache, dass die Gen- und Proteinsequenzen meist nicht angegeben 
wurden, ist ein Vergleich dieser SSARs jedoch generell schwierig. 
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4.2.1.2 Funktion von Succinat-Semialdehyd-Reduktasen und Gox1801 
Sowohl in anaeroben Bakterien als auch in Säugetieren und Pflanzen sind SSARs in den 
Metabolismus von γ-Aminobutyrat (GABA) involviert. GABA ist ein wichtiger 
inhibitorischer Neurotransmitter im Zentralnervensystem von Säugetieren und ein 
Sekundärmetabolit in Pflanzen, der an der Reaktion auf abiotischen Stress beteiligt ist (Allan 
et al., 2009; Bormann, 1988; Breitkreuz et al., 2003; Chebib & Johnston, 1999). Ebenso spielt 
GABA bei Bakterien nicht nur im Stickstoff- und Kohlenstoff-Metabolismus, sondern auch 
bei Anpassungen an Stress, wie z. B. einen sauren pH-Wert oder eine hohe Osmolarität, eine 
Rolle (De Biase et al., 1999; Metzer & Halpern, 1990; Metzner et al., 2004; Schneider et al., 
2002; Wang et al., 2006). Unter aeroben Bedingungen wird GABA überwiegend durch 
sogenannte GABA-Transaminasen, die GABA zu SSA umsetzen (Bartsch et al., 1990; Porter 
et al., 1985), und SSA-Dehydrogenasen, die SSA zu Succinat oxidieren (Donnelly & Cooper, 
1981; Gibson et al., 1998; Marek & Henson, 1988), metabolisiert und Succinat im Anschluss 
in den Citratzyklus eingeschleust. Auf einem alternativen Weg, an dem Succinat-
Semialdehyd-Reduktasen/ γ-Hydroxybutyrat-Dehydrogenasen beteiligt sind, wird GABA 
über SSA zu GHB abgebaut (Andriamampandry et al., 1998; Breitkreuz et al., 2003; Cho et 
al., 1993; Gerhardt et al., 2000; Hearl & Churchich, 1985; Schaller et al., 1999). 
 
Welche Bedeutung Gox1801 als Succinat-Semialdehyd-Reduktase für G. oxydans hat, ist 
bisher nicht genau geklärt. Eine Analyse der Transkriptabundanz des Gens gox1801 in einem 
G. oxydans ∆hsdR Kontrollstamm, der lediglich das leere Plasmid pBBR1p452 trug, zeigte, 
dass dieses Gen 31-fach stärker exprimiert wurde als das Referenzgen, das das ribosomale 
Protein L23 kodiert. Das Referenzgen wird konstitutiv und mit hohen Raten exprimiert, da 
das Protein L23 als Bestandteil der Ribosomen in die Translation involviert ist. Die erhöhte 
Expressionsrate des Gens gox1801 im Vergleich zu diesem Referenzgen zeigte 
dementsprechend, dass gox1801 sehr stark exprimiert wurde. Folglich liegt das Protein 
Gox1801 in dem G. oxydans-Wildtyp wahrscheinlich in großen Mengen vor und muss 
deshalb eine wichtige Funktion haben. Es ist bekannt, dass G. oxydans keine Succinat-
Dehydrogense besitzt (Prust et al., 2005) und daher Succinat, das bei der Oxidation von SSA 
durch die Succinat-Semialdehyd-Dehydrogenase entstehen würde, nicht über den Citratzyklus 
weiter oxidieren kann. Daher wäre es denkbar, dass die Reduktion von SSA zu GHB durch 
das Enzym Gox1801 als Weg zum Abbau von SSA bevorzugt wird. Wie entstandenes GHB 
in G. oxydans im Anschluss daran metabolisiert wird ist jedoch unklar. Die anaeroben 
Bakterien Clostridium kluyveri und Clostridium aminobutyricum können GABA 
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bekanntermaßen über GHB, γ-Aminobutyryl-CoA und Crotonyl-CoA zu Acetat und Butyrat 
abbauen. (Gerhardt et al., 2000; Söhling & Gottschalk, 1996). In einigen Archaeen dient ein 
3-Hydroxypropionat/4-Hydroxybutyrat- bzw. Dicarboxylat/4-Hydroxybutyrat-Zyklus, an dem 
SSARs beteiligt sind, der Assimilierung von Kohlenstoffdioxid (Berg et al., 2007; Huber et 
al., 2008; Kockelkorn & Fuchs, 2009; Ramos-Vera et al., 2009, 2011). Zudem tritt GHB in 
vielen Bakterien, neben anderen Hydroxyalkansäuren, auch in sogenannten 
Polyhydroxyalkanoaten auf, die wichtige Speicherstoffe darstellen (Jendrossek, 2009; 
Kunioka et al., 1989; Steinbüchel & Valentin, 1995). Für die Biosynthese von 
Polyhydroxyalkanoaten müssen die Komponenten zunächst zu Hydroxyacyl-CoA-Thioestern 
umgesetzt werden, die anschließend den Polyhydroxyalkanoat-Synthasen als Substrate dienen 
(Steinbüchel & Valentin, 1995). Diese stellen die Schlüsselenzyme der Polyhydroxyalkanoat-
Synthese dar und katalysieren die Polymerisierung von Hydroxyacyl-CoA unter Freisetzung 
von Coenzym A (Jendrossek, 2009). Poly(3-Hydroxybutyrat-Co-4-Hydroxybutyrat) und 
Poly(4-Hydroxybutyrat) werden z.B. von Cupriavidus necator (früher Ralstonia eutropha) 
(Ishida et al., 2001; Kimura et al., 1999; Saito et al., 1996), Comamonas acidivorans (Saito et 
al., 1996; Sudesh et al., 1999) und Hydrogenophaga pseudoflava (Choi et al., 1999) 
synthetisiert. Da Polyhydroxyalkanoate aus erneuerbaren Ressourcen hergestellt werden und 
biologisch abbaubar sind (Jendrossek & Handrick, 2002; Jendrossek et al., 1996), werden 
diese allgemein als umweltfreundliche Materialien angesehen, die mittlerweile nicht nur als 
Verpackungsmaterial, sondern auch als Hochtechnologie-Materialien im medizinischen 
Bereich Verwendung finden (Williams et al., 2013; Wu et al., 2009). Ob G. oxydans 
Polymere aus GHB bildet ist jedoch fraglich. Im Genom von G. oxydans 621H wurden keine 
Gene identifiziert, die entsprechende Polyhydroxyalkanoat-Synthasen kodieren. Somit kann 
die Bedeutung des Enzyms Gox1801, das SSA zu GHB reduziert, für den Metabolismus von 
G. oxydans nicht genau geklärt werden. 
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4.3 Die membrangebundene Glukose-Dehydrogenase – 
das Schlüsselenzym im Glukose-Metabolismus von 
G. oxydans 
 
Glukose-Dehydrogenasen katalysieren die Oxidation von Glukose zu δ-Glukonolakton, das 
dann chemisch oder enzymatisch durch eine Glucono-δ-Lactonase zu Glukonat hydrolysiert 
wird (Matsushita et al., 1994; Shinagawa et al., 2009). G. oxydans besitzt sowohl eine 
NADP-abhängige cytoplasmatische als auch eine PQQ-abhängige membrangebundene 
Glukose-Dehydrogenase (Buchert & Viikari, 1988; Rauch et al., 2010). Die Produktion von 
Glukonat in G. oxydans resultiert jedoch überwiegend aus der Aktivität der PQQ-abhängigen 
Glukose-Dehydrogenase (mGDH), da die Aktivität des Chinoproteins 30-fach höher ist als 
die Aktivität der NADP-abhängigen Glukose-Dehydrogenase (Pronk et al., 1989). Eine 
bioinformatische Analyse und der Vergleich von PQQ-Dehydrogenasen mit bekannter 3 D 
Struktur ergaben, dass die mGDH aus fünf N-terminalen Transmembranhelices sowie einer 
großen periplasmitischen Domäne besteht, in der das aktive Zentrum mit den Bindestellen für 
PQQ und Calcium-Ionen liegt. Die mGDH aus G. oxydans wurde in dieser Arbeit als Modell 
für membrangebundene Dehydrogenasen eingesetzt. Das Enzym wurde bereits von Ameyama 
et al. (1981) aus G. suboxydans durch konventionelle Säulenchromatographie aufgereinigt 
und charakterisiert. Da das Substrat des Enzyms schon bekannt war, konnte die Aktivität in 
dieser Arbeit leicht nachgewiesen und während der Aufreinigung verfolgt werden.  
 
4.3.1 Solubilisierung und Aufreinigung von Membranproteinen über 
Affinitätschromatographie  
Die Problematik bei der Aufreinigung von Membranproteinen liegt darin, dass die Proteine 
zunächst aus der Membran herausgelöst werden müssen, bevor die Isolierung erfolgen kann. 
Dazu werden die Membranen mit Detergenzien solubilisiert. Diese können jedoch einen 
Einfluss auf die Aktivität der Proteine haben. Detergenzien sind amphiphile Moleküle, die aus 
einer hydrophoben Kohlenwasserstoffgruppe und einer polaren oder geladenen Kopfgruppe 
bestehen. Je nach Kopfgruppe erfolgt die Einteilung der Detergenzien in nicht-ionisch, 
anionisch, kationisch oder zwitterionisch (Linke, 2009). Detergenzien können die 
Oberflächenspannung einer Flüssigkeit bzw. die Grenzflächenspannung zwischen zwei 
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Flüssigkeiten herabsetzen. In wässrigen Lösungen liegen Detergenzien als Monomere oder 
Mizellen vor, in denen die polaren Gruppen nach außen zeigen und die apolaren Gruppen sich 
im Zentrum zusammen lagern. Bei niedrigen Konzentrationen eines Detergenz liegen nur 
Monomere vor, während sich bei höheren Konzentrationen ein Gleichgewicht zwischen 
Monomeren und Mizellen einstellt (Helenius et al., 1979). Entscheidend ist hier die kritische 
Mizellenbildungskonzentration (Critical Micelle Concentration, CMC), die 
temperaturabhängig die minimale Detergenzkonzentration angibt, bei der Mizellen gebildet 
werden (Linke, 2009). Erfolgt die Solubilisierung von Membranen mit Detergenzien, so 
werden die Proteine und Lipide in lösliche Mizellen überführt. Es ist jedoch nicht möglich 
vorherzusagen, ob die native Form der Proteine erhalten bleibt, denn diese kann von der 
Umgebung des Proteins abhängen. Detergenzien können mögliche notwendige Kontakte des 
Proteins zu Komponenten der Membran beeinflussen und so zu einem Verlust der Aktivität 
führen (Linke, 2009). Welches Detergenz sich für ein bestimmtes Membranprotein am besten 
eignet, muss experimentell bestimmt werden.  
 
Da Ameyama et al. (1981) für die mGDH aus G. suboxydans gute Ergebnisse mit dem nicht-
ionischen Detergenz Triton X-100 erzielt hatten, wurde Triton X-100 auch in dieser Arbeit 
zur Solubilisierung der Membran eingesetzt, um die mGDH aus G. oxydans 621H 
aufzureinigen. Im Unterschied dazu sollte das Membranprotein jedoch nicht über 
konventionelle Säulenchromatographie, sondern durch Strep-Tactin-
Affinitätschromatographie isoliert werden. Deshalb wurde das Protein homolog unter 
Verwendung des Plasmids pBBR1p452-gox0265-ST mit einem C-terminalen Strep-Tag 
überproduziert. In der Literatur wurde bisher schon über einige Fälle berichtet, in denen 
Membranproteinen mithilfe von Affinitätstags aufgereinigt wurden. Der vermutliche 
Formalinsäure-Kanal FocA aus E. coli konnte z. B. mit einem C- bzw. N-terminalen Strep-
Tag überproduziert sowie funktional in die Membran integriert werden und das Protein wurde 
anhand des N-terminalen Tags über Strep-Tactin-Affinitätschromatographie aufgereinigt 
(Falke et al., 2010). Die Transmembran-Untereinheit IIBCGlc des Glukose-Transporters aus 
E. coli wurden mit einem C-terminalen Hexahistidin-Tag überproduziert und durch Metall-
Affinitätschromatographie isoliert (Waeber et al., 1993). Auch der Siderophor-Rezeptor für 
Ferrichrom-Eisen aus der äußeren Membran von E. coli wurde mit einem Hexahistidin-Tag 
über Metall-Chelat-Chromatographie aufgereinigt (Ferguson et al., 1998). Dabei handelte es 
sich jedoch um einen internen Histidin-Tag, der in einer Oberflächen-exponierten Schleife des 
Proteins lokalisiert war. Rahman et al. (2007) testeten verschiedene N- und C-terminale 
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Affinitätstags aus konventionellen und rekombinatorischen Gateway Klonierungsvektoren an 
bakteriellen Transportern mit bekannter Topologie und untersuchten die Integration der 
Proteine in die Membran von E. coli. In allen bisher genannten Beispielen erfolgte die 
Expression der Membranproteine in E. coli. In dieser Arbeit sollte die membrangebundene 
Glukose-Dehydrogenase dagegen homolog in G. oxydans produziert und aufgereinigt werden. 
Für die Überproduktion und Aufreinigung eines Membranproteins aus G. oxydans mithilfe 
eines Affintätstags ist bisher nur ein Beispiel bekannt. Die membrangebundene PQQ-
abhängige Sorbitol-Dehydrogenase wurde sowohl mit einem C-terminalen Strep-Tag als auch 
mit einem C-terminalen Hexahistidin-Tag, der jeweils mit der SLDA-Untereinheit fusioniert 
war, funktional überproduziert (Kallnik, 2012). Die mit dem Strep-Tag versehene SLDA-
Untereinheit konnte mithilfe des Affinitätstags aufgereinigt werden. Die gemessene Aktivität 
des gereinigten Enzyms war allerdings gering, da die zweite Untereinheit des Proteins, SLDB, 
offensichtlich nicht so stark mit der SLDA-Untereinheit wechselwirkte, dass sie mit dieser 
zusammen isoliert werden konnte (Kallnik, 2012).  
 
4.3.2 Wechselwirkung von Affinitätstags und Detergenzien 
Bei der Aufreinigung von Membranproteinen anhand von Affinitätstags ist generell zu 
bedenken, dass die zur Solubilisierung eingesetzten Detergenzien auch einen Einfluss auf die 
Bindung der Proteine an die Säulenmatrix haben können. Dies galt auch für die in dieser 
Arbeit aufzureinigende mGDH. Um an die Säule binden zu können, musste zum einen der 
C-Terminus, an dem der Strep-Tag in diesem Fall lokalisiert war, in den Mizellen nach außen 
zeigen und zum anderen musste der Affinitätstag weit genug aus den Mizellen herausragen. 
Auch wenn vom Hersteller für die Strep-Tag/Strep-Tactin Interaktion eine Kompatibilität mit 
bis zu 2 % Triton X-100 angegeben wird (IBA, Göttingen), schien das Detergenz die 
Ausbeute bei der Aufreinigung der mGDH mittels des Strep-Tag II wesentlich zu vermindern. 
Es wurde davon ausgegangen, dass die Bindung des Strep-Tag-Fusionsproteins an die 
Säulenmatrix ineffizient war, da die Proteinausbeute weit unter der Kapazität der Säule lag 
und ein großer Teil der Glukose-Dehydrogenase-Aktivität im Durchfluss detektiert wurde. 
 
In der Vergangenheit gab es bereits Studien, die sich mit diesem Problem befassten. Unter 
anderem wurde gezeigt, dass eine verlängerte Linkersequenz zwischen Protein und 
Affinitätstag einen positiven Einfluss auf die Proteinausbeute haben kann. Ein Beispiel dafür 
ist der Mangan-Transporter MntH aus E. coli, bei dem nur wenige Aminosäuren des 
C-Terminus, der mit dem Affinitätstag fusioniert wurde, außerhalb der Transmembrandomäne 
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lagen (Rahman et al., 2007). Erst eine verlängerte und flexiblere Linkerregion zwischen 
Protein und Strep-Tag ermöglichte eine Aufreinigung dieses Membranproteins. Auch bei der 
Aufreinigung der SLDA-Untereinheit der Sorbitol-Dehydrogenase befand sich eine längere 
Linkerregion von 16 Aminosäuren zwischen Protein und Strep-Tag (Kallnik, 2012). Von 
Zeiser et al. (2014) wurde ebenfalls ein Strep-Tag mit verlängerter Linkerregion, der als 
Streplong bezeichnete wurde, erfolgreich zur Aufreinigung eines periplasmatischen 
Chinoproteins eingesetzt. In dieser Arbeit wurde letzterer Strep-Tag mit verlängerter 
Linkersequenz (Linker mit 10 Aminosäuren, siehe Abb. 15 im Ergebnisteil) auch zur 
Aufreinigung der mGDH getestet. Die Aufreinigung der mGDH unter Verwendung dieses 
Affinitätstags verlief jedoch nicht erfolgreich. Ein weiterer Ansatz, um die Ausbeute bei der 
Aufreinigung von Proteinen über Affinitätschromatographie zu verbessern, ist die 
Verwendung von doppelten Strep-Tags. Schmidt & Skerra (2007) empfahlen z. B. 
Tandem-Strep-Tag-Sequenzen bei der Aufreinigung von Proteinkomplexen in 
Interaktionsstudien und bei Verwendung hoher Detergenzkonzentrationen einzusetzen. Ein 
solcher Strep-Tag wurde auch in dieser Arbeit für die Aufreinigung der mGDH verwendet. 
Dabei handelte es sich um den One-Strep-Tag, der aus dem Vektor pASG-IBA103 stammte 
und mittlerweile auch als Twin-Strep-Tag bekannt ist (IBA, Göttingen) (Schmidt et al., 2013). 
Durch die Verwendung des doppelten Strep-Tags konnte die Proteinausbeute bei der 
Aufreinigung von 3 auf 27 % gesteigert werden.  
 
4.3.3 Charakteristika der gereinigten mGDH 
Sowohl nach der Aufreinigung der mGDH mit Hilfe des Strep-Tag II als auch unter 
Verwendung des One-Strep-Tags war für das Protein im SDS-Gel eine einzelne, deutliche 
Bande sichtbar, die dem errechneten Molekulargewicht der mGDH von 87 kDa zusätzlich des 
jeweiligen Strep-Tags entsprach. Auffällig war jedoch, dass sich die spezifische Aktivität der 
beiden Protein-Konstrukte unterschied. Während für die mGDH mit dem einfachen Strep-Tag 
bei einem pH-Wert von 6 eine spezifische Aktivität von 150 U/mg mit D-Glukose und den 
Elektronenakzeptoren PMS und DCPIP gemessen wurde, war die spezifische Aktivität des 
Enzyms mit dem doppelten Strep-Tag unter den gleichen Bedingungen mit 706 U/mg fast 
fünffach höher. Anhand einer vergleichenden SDS-PAGE und eines Western-Blots wurde 
sichergestellt, dass diese Abweichung in der spezifischen Aktivität nicht auf einem Fehler bei 
der Proteinbestimmung beruhte. Es ist bekannt, dass selbst relativ kurze Affinitätstags, wie 
der Hexahistidin-Tag, einen Einfluss auf die Struktur oder die Bindungseigenschaften von 
manchen Proteinen in Immunoassays haben können (Chant et al., 2005; Goel et al., 2000). 
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Auch stabilisierende und destabilisierende Wirkungen von Affinitätstags wurden verzeichnet. 
Während für einen modifizierten C-LytA Affinitätstag eine stabilisierende Wirkung 
nachgewiesen werden konnte (Hernández-Rocamora et al., 2008), wurde festgestellt, dass 
sich ein Strep-Tag destabilisierend auf die D-Arbitol-Dehydrogenase aus Thermotoga 
maritima auswirkt (Kallnik et al., 2011). Hier wurde vermutet, dass der C-Terminus, der mit 
dem Strep-Tag fusioniert war, an der Oligomerisierung des Proteins beteiligt ist und die 
notwendigen hydrophoben oder elektrostatischen Interaktionen durch die Anwesenheit des 
Tags geschwächt wurden. Bei der Glukose-Dehydrogenase handelt es sich jedoch um ein 
vermutlich monomeres und membrangebundenes Enzym. Wie der doppelte Strep-Tag im 
Gegensatz zu dem einfachen Strep-Tag hier eine positive Wirkung auf die Aktivität haben 
kann, bleibt ungeklärt. Die im Weiteren diskutierten Eigenschaften der mGDH beziehen sich 
auf das Enzym mit dem einfachen Strep-Tag. 
 
4.3.3.1 Vergleich mit mGDHs aus anderen Organismen 
Bisher wurden homologe Glukose-Dehydrogenasen aus Acinetobacter calcoaceticus, 
Pseudomonas fluorescens, Escherichia coli und Gluconobacter suboxydans beschrieben, die 
ähnliche Eigenschaften wie die mGDH aus G. oxydans besitzen. Bei allen handelt es sich um 
monomere Chinoproteine mit molekularen Massen zwischen 80 und 88 kDa, deren kinetische 
Parameter allerdings variieren. Für die mGDH aus A. calcoaceticus wird ein Vmax-Wert 
zwischen 600 und 720 U/mg und ein KM-Wert für Glukose von etwa 4 mM bei einem 
optimalen pH-Wert von 8,5 angegeben (Dewanti & Duine, 1998; Matsushita et al., 1989b). 
Das entsprechende Enzym aus P. fluorescens besitzt ähnliche Eigenschaften mit einem 
Vmax-Wert von 307 U/mg und einem KM-Wert für Glukose von 3,3 mM bei einem 
pH-Optimum von 8,75 (Matsushita et al., 1980). Trotz der Tatsache, dass E. coli kein PQQ 
synthetisieren kann, besitzt auch dieser Organismus eine mGDH. Folglich muss die 
Apo-mGDH durch exogenes PQQ und Mg2+ oder Ca2+, die für die Bindung von PQQ 
notwendig sind, in das Holoenzym umgewandelt werden. Für die mGDH aus E. coli werden 
Vmax-Werte von 150 bis 404 U/mg und ein KM-Wert für Glukose zwischen 0,9 und 2,1 mM 
angegeben (Ameyama et al., 1986; Cozier et al., 1999; Yamada et al., 1998). Gleichermaßen 
variierte auch der optimale pH-Wert für die E. coli-mGDH zwischen 6 und 8,75. Diese 
großen beobachteten Unterschiede sind vermutlich in der Effizienz der Bindung von 
exogenem PQQ begründet. Die einzige mGDH aus Gluconobacter spp., für die bisher eine 
Aufreinigung und Charakterisierung beschrieben wurde, ist die mGDH aus G. suboxydans 
IFO 12528. Dieses Enzym wurde mit Triton X-100 aus der Membranfraktion solubilisiert und 
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über konventionelle Säulenchromatographie bis zur Homogenität aufgereinigt (Ameyama et 
al., 1981). Die mGDH aus G. suboxydans hatte einen Vmax von 435 U/mg und einen KM–Wert 
für Glukose von 7,7 mM bei einem pH-Optimum von 6 wenn PMS und DCPIP als 
Elektronenakzeptoren verwendet wurden. Diese mGDH aus G. suboxydans wurde auch zur 
Rekonstitution der Atmungskette durch die Insertion in eine Phospholipiddoppelschicht, die 
Ubichinon-10 und die terminale Cytochrom-o-Oxidase enthielt, eingesetzt (Matsushita et al., 
1989c). Unter diesen Bedingungen hatte die mGDH aus G. suboxydans einen Vmax von 
381 U/mg mit dem Substrat Glukose. Insgesamt lagen die für die mGDH aus G. suboxydans 
beschriebenen Ergebnisse in einem ähnlichen Bereich, wie die in dieser Arbeit gemessenen 
Werte für das Enzym aus G. oxydans mit einem Vmax von 216 U/mg und einem KM für 
Glukose von 5,9 mM.  
 
Die mGDH aus G. oxydans wies ein breites Substratspektrum auf. Neben D-Glukose wurden 
auch mit 2-Deoxy-D-Glukose, Allose, Fucose und Xylose relativ hohe Oxidationsraten 
bestimmt (> 10 % der Glukose-Oxidationsrate). Ähnlich wurde auch für die mGDHs aus 
A. calcoaceticus und E. coli eine Oxidation von 2-Deoxyglukose, Fucose, L-Arabinose, 
Xylose und Galaktose mit mindestens der Hälfte der Oxidationsrate von Glukose berichtet 
(Ameyama et al., 1986; Cozier et al., 1999; Dewanti & Duine, 1998). Dagegen oxidierten die 
mGDHs aus G. suboxydans und P. fluorescens nur Glukose in hohen Raten (Ameyama et al., 
1981; Matsushita et al., 1980, 1989c). Diese signifikanten Unterschiede in dem 
Substratspektrum zwischen den einzelnen mGDHs beruhen vermutlich auf einer variierenden 
Aminosäurenzusammensetzung des aktiven Zentrums. Es wurde gezeigt, dass der Austausch 
einer einzigen Aminosäure bei der mGDH aus G. oxydans zu einer veränderten 
Substratspezifität führen kann. Ein Austausch des konservierten Histidins an Position 787 
gegen ein Aparagin änderte die Substratspezifität von Glukose zu Maltose, da das aktive 
Zentrum besser zugänglich wurde (Cleton-Jansen et al., 1991). Demnach haben nur kleine 
Änderungen im aktiven Zentrum des Enzyms offensichtlich drastische Effekte auf die 
Substraterkennung. 
 
4.3.4 Überexpression des mgdh-Gens in G. oxydans und Auswirkungen 
auf die Atmungskette 
Die Überexpression des mgdh-Gens mit Plasmid pBBR1p452-gox0265-ST in G. oxydans 
∆hsdR wurde durch RT-qPCR validiert. Die relative Transkriptabundanz des Gens war in 
dem Überexpressionsstamm im Vergleich zu dem Kontrollstamm, der das leere Plasmid 
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pBBR1p452 trug, neunfach erhöht. Diese vermehrte mgdh-Expression und die nachfolgende 
erhöhte Produktion der mGDH führte zu einer Steigerung der Glukonatproduktionsrate von 
70 % im Vergleich zu dem Kontrollstamm. In diesem Zusammenhang muss erwähnt werden, 
dass eine Überproduktion der mGDH in G. oxydans 621H zuvor bereits durchgeführt wurde, 
um die Akkumulation von Glukonat zu steigern und den vollständigen Oxidationsprozess von 
Glukose zu 5-Ketoglukonat zu beschleunigen (Merfort et al., 2006a). In dieser Studie wurde 
das mgdh-Gen ebenfalls unter Verwendung des Vektors pBBR1MCS-2 exprimiert, wobei der 
Vektor allerdings keinen spezifischen Promotor für G. oxydans enthielt. Daher wurde mit dem 
modifizierten Stamm nur eine Steigerung der Glukonatproduktionsrate um etwa 11 % erzielt 
im Vergleich zu den 70 % in dieser Arbeit.  
 
4.3.4.1 Auswirkungen der mgdh-Überexpression auf die Glukoseoxidationsraten von 
ganzen Zellen und Membranfraktionen 
Die Auswirkungen der mgdh-Überexpression auf die Glukoseoxidationsraten wurden an 
ganzen Zellen sowie Membranfraktionen untersucht. Dabei zeigte sich, dass die spezifische 
Aktivität von ruhenden Zellen des Überexpressionsstamms gemessen mit den 
Elektronenakzeptoren PMS und DCPIP 2,2-fach höher war im Vergleich zu Zellen des 
Kontrollstamms. Die Messung der Sauerstoffverbrauchsraten beider Stämme lieferte ein 
ähnliches Ergebnis. Die Sauerstoffverbrauchsrate des mGDH-Überproduktionsstamms bei der 
Oxidation von Glukose war 1,6-fach höher als die des Kontrollstamms. Folglich war davon 
auszugehen, dass die beobachtete Steigerung der Glukonatproduktion wie erwartet auf einer 
erhöhten Produktion der mGDH beruhte. Auch mithilfe von entsprechenden 
Membranfraktionen wurde gezeigt, dass der mgdh-Überexpressionsstamm eine höhere 
mGDH-Aktivität besaß als der Kontrollstamm. Dagegen wiesen die Membranfraktionen des 
Kontroll- und Überexpressionsstamms gleiche Oxidationsraten mit den Substraten Ethanol 
und Mannitol auf. So wurde gezeigt, dass die Produktion und Funktion anderer 
membrangebundener Dehydrogenasen (hier die Alkohol- und die Sorbitol-Dehydrogenase) 
durch die Überproduktion der mGDH nicht beeinflusst wurde.  
 
Die mGDH-Aktivität des Überproduktionsstamms war höher als die anderer Organismen, die 
mGDHs besitzen. Mit Membranfraktionen von E. coli, P. fluorescens, A. calcoaceticus und 
G. suboxydans wurden mGDH-Aktivitäten von 241 mU/mg (Matsushita et al., 1987b), 
4.100 mU/mg (Matsushita et al., 1980), 10.700 mU/mg (Matsushita et al., 1989b) und 
2.860 mU/mg (Matsushita et al., 1989c) gemessen, wenn PMS und DCPIP als 
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Elektronenakzeptoren verwendet wurden. Für die Membranfraktionen des Kontrollstamms in 
dieser Arbeit wurden mGDH Aktivitäten von 2500 mU/mg ermittelt, was dem Wildtyp von 
G. suboxydans entspricht (Matsushita et al., 1989c). Dagegen zeigten die Membranfraktionen 
des mgdh-Überexpressionsstamms eine spezifische Aktivität mit Glukose von 13.300 mU/mg. 
Dies bedeutete eine über fünffache Erhöhung der mGDH-Produktion in diesem Stamm. Die 
Sauerstoffverbrauchsrate der Membranfraktionen des Überexpressionsstamms mit Glukose 
lag bei 1075 nmol ½O2 min-1 mg–1 und war somit etwa dreifach höher als die 
Sauerstoffverbrauchsrate der Membranfraktionen des Kontrollstamms mit 
368 nmol ½O2 min-1 mg–1. Lediglich in einem Fall wird für G. suboxydans eine noch höhere 
Rate für den Sauerstoffverbrauch mit Glukose angegeben (Matsushita et al., 1989c). 
Allerdings muss dabei bedacht werden, dass die Werte nicht direkt verglichen werden 
können, da es sich um unterschiedliche Stämme handelt. Bei Matsushita et al. (1989c) wurde 
Stamm G. suboxydans IFO 12528 und in dieser Arbeit wurde G. oxydans 621H bzw. dessen 
Derivat G. oxydans ∆hsdR analysiert. Dazu waren auch die Wachstumsbedingungen und die 
Präparation der Membranfraktionen unterschiedlich. Interessanterweise war die 
Respirationsrate des G. oxydans mGDH-Überproduktionsstamms der von Azotobacter 
vinelandii ähnlich, der die höchste bisher in Bakterien gefundene sauerstoffabhängige 
Respirationsrate aufweist und diese während des aeroben Wachstums zum Schutz der 
Nitrogenase vor Sauerstoff einsetzt (Ackrell & Jones, 1971).  
 
Um zu überprüfen, ob die Respirationsrate von G. oxydans noch weiter gesteigert werden 
konnte, wurde die Sauerstoffverbrauchsrate von Membranfraktionen des G. oxydans 
mGDH-Überproduktionsstamms in Gegenwart von zwei Substraten, Glukose und Ethanol, 
gemessen. Dadurch lieferte sowohl die membrangebundene Glukose- als auch die Alkohol-
Dehydrogenase Elektronen an die Atmungskette. Es zeigte sich jedoch, dass dies zu keiner 
weiteren Steigerung der Sauerstoffverbrauchsrate führte. Dagegen konnte die 
Sauerstoffverbrauchsrate der Membranfraktionen des Kontrollstamms durch die Zugabe 
beider Substrate um den Faktor 2,1 erhöht werden. Dies deutete darauf hin, dass in dem 
mGDH-Überexpressionsstamm die maximale Elektronentransportkapazität der Atmungskette 
allein durch die Aktivität der mGDH erreicht war. Offensichtlich wurde der Chinonpool 
bereits durch die Elektronen, die bei der Oxidation von Glukose abgegeben wurden, gesättigt 
und die Aktivität der terminalen Chinoloxidasen stellte den limitierenden Faktor dar. Um dies 
zu veranschaulichen, wird im Folgenden genauer auf die Atmungskette von G. oxydans 
eingegangen.  
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4.3.4.2 Atmungskette von G. oxydans 
Die Atmungskette von G. oxydans ist schematisch in Abb. 39 dargestellt. Elektronen, die bei 
der Oxidation von Substraten durch die membrangebundenen Dehydrogenasen frei werden, 
gelangen über Ubichinon zu den Endoxidasen, die diese auf Sauerstoff übertragen. 
G. oxydans besitzt sowohl eine bo3-Typ Chinoloxidase (Matsushita et al., 1987a) als auch 
eine Chinoloxidase vom Typ bd, die nur bei niedrigen pH-Werten produziert wird und keine 
Protonen transloziert (Ameyama et al., 1987; Matsushita et al., 1989a). Anhand von 
Deletionsmutanten wurde kürzlich gezeigt, dass ein Fehlen der bd-Typ Chinoloxidase, im 
Gegensatz zu einem Fehlen der Chinoloxidase vom bo3-Typ, keinen Einfluss auf das 
Wachstum und die respiratorischen Aktivitäten hat (Richhardt et al., 2013a). Neben den 
membrangebundenen Dehydrogenasen gibt auch eine Typ-II NADH-Dehydrogenase, die 
keine Protonen pumpt, Elektronen an die Atmungskette ab (Prust et al., 2005). Zum Aufbau 
eines Protonengradienten könnte eine von Deppenmeier & Ehrenreich (2009) postulierte 
Protonen-translozierende NADPH-Transhydrogenase beitragen. Diese setzt das von vielen 
intrazellulären Dehydrogenasen gebildete NADPH zu NADH um, wobei Protonen gepumpt 
werden. Das NADH kann wiederum durch die NADH-Dehydrogenase oxidiert werden, die 
Elektronen an die Atmungskette liefert (Deppenmeier & Ehrenreich, 2009; Rauch et al., 
2010). Der Protonengradient wird durch Komplex V der Atmungskette, eine F1Fo-Typ 
ATP-Synthase, zur Generierung von ATP genutzt (Prust et al., 2005). Während Gene, die 
Cytochrom c und eine Ubichinol-Cytochrom-c-Oxidoreduktase (bc1 Komplex) kodieren in 
G. oxydans vertreten sind, konnten keine Gene gefunden werden, die eine 
Cytochrom-c-Oxidase (Komplex IV) (Prust et al., 2005) kodieren. Somit ist unklar, wie 
reduziertes Cytochrom c wieder oxidiert wird. Da G. oxydans das Gen für eine 
periplasmatische Cytochrom-c-Peroxidase besitzt, die reduziertes Cytochtrom c nutzen 
könnte, um Wasserstoffperoxid zu Wasser umzusetzen (Hanke et al., 2012), wäre es denkbar, 
dass der bc1-Komplex an der Detoxifikation von Wasserstoffperoxid beteiligt ist. In anderen 
Bakterien handelt es sich bei den Cytochrom-c-Peroxidasen jedoch meistens nicht um den 
alleinigen terminalen Elektronenakzeptor für Cytochrom c (Atack & Kelly, 2006). Deshalb ist 
es möglich, dass G. oxydans auch noch einen weiteren, bisher nicht identifizierten 
Elektronenakzeptor für Cytochtrom c besitzt. Hanke et al. (2012) zeigten, dass der 
bc1-Komplex trotz Abwesenheit einer Cytochrom-c-Oxidase eine Rolle als 
Elektronentransferkomponente bei Sauerstofflimitierung und niedrigen pH-Werten spielt. 
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Abb. 39: Schematische Darstellung der Atmungskette von G. oxydans. Die 
membrangebundenen Dehydrogenasen, beispielhaft sind hier die PQQ-abhängige Glukose-
Dehydrogenase (mGDH) und die PQQ-abhängige Alkohol-Dehydrogenase (ADH) 
dargestellt, sowie die NADH-Dehydrogenase übertragen Elektronen auf Ubichinon. So 
entstandenes Ubichinol (QH2) dient im Anschluss den Chinoloxidasen als Elektronendonor. 
Die Protonentranslokation ist nicht stöchiometrisch, sondern symbolisch dargestellt. 
(1) mGDH; (2) ADH; (3) Typ-II NADH-Dehydrogenase; (4) bo3-Typ Chinoloxidase; 
(5) bd-Typ Chinoloxidase; (6) Ubichinol-Cytochrom-c-Oxidoreduktase (bc1-Komplex); 
(7) F1Fo-Typ ATP-Synthase; (8) putative Cytochrom-c-Peroxidase.  
 
Aus dem Aufbau der Atmungskette von G. oxydans geht hervor, dass eine weitere Steigerung 
der Respirationsraten bei einer Überprodukion der mGDH nur durch eine zusätzliche 
Überproduktion der Endoxidasen erreicht werden könnte. Die Schlüsselkomponente stellt 
dabei vermutlich die Chinoloxidase vom Typ bo3 dar, die für den Stoffwechsel wichtiger zu 
sein scheint, als die bd-Typ Chinoloxidase (Richhardt et al., 2013a). Außerdem müsste 
geprüft werden, ob Ubichinon in ausreichender Menge in der Membran von G. oxydans 
vorliegt, um einen gesteigerten Elektronentransport von den membrangebundenen 
Dehydrogenasen zu den Endoxidasen zu gewährleisten. Eventuell müssten eine 
Überexpression der Synthesegene für diesen Elektronenüberträger in Erwägung gezogen 
werden, um die Kapazität der Atmungskette insgesamt zu erhöhen. 
 
4.3.5 Produktion von Glukonaten durch G. oxydans und deren 
Verwendung 
Gluconobacter spp. werden häufig zur industriellen Produktion von D-Glukonsäure sowie 
5- und 2-Ketoglukonsäure eingesetzt (Adachi et al., 2003). Diese und andere Carbonsäuren 
werden in der Nahrungsmittel-, Textil- und Pharmaindustrie verwendet (Rabenhorst et al., 
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2001). In den industriellen Prozessen wird dabei meist die von Glukonat und dessen 
Derivaten bekannte Fähigkeit, mit di- und trivalenten Metallionen Chelatkomplexe zu bilden, 
genutzt (Dvorkovitz & Hawley, 1952; Prescott et al., 1953). Glukonate werden außerdem in 
der Produktion von wasserunlöslichen Farbstoffen, als Backtriebmittel in Backpulvern und als 
Katalysator in der Textilindustrie verwendet (Mattey, 1992; Prescott et al., 1953; Sawyer, 
1964). Für Anwendungen in der Nahrungsmittel- und Pharmaindustrie sind Glukonate 
aufgrund ihrer hohen Löslichkeit sowie der Tatsache, dass sie ungiftig und selbst bei der 
Sterilisierung stabil sind, besonders geeignet (siehe Sawyer 1964 für einen ausführlichen 
Überblick). In Anbetracht der weitreichenden industriellen Anwendungen von Glukonaten, ist 
die Produktion großer Glukonatmengen von besonderer biotechnologischer Bedeutung. Mit 
einer Produktion von etwa 100.000 Tonnen pro Jahr ist D-Glukonsäure eine der wichtigsten 
zehn organischen Chemikalien, die aus Zucker produziert werden (Lichtenthaler, 2006). Der 
in dieser Arbeit vorgestellte G. oxydans-Stamm produziert Glukonat mit einer 70 % höheren 
Rate als der Wildtyp und ist potentiell nützlich für die Produktion von Glukonat mit ganzen 
Zellen. Ein weiterer wichtiger Aspekt ist, dass PQQ-abhängige mGDHs als industrielle 
Biosensoren sehr attraktiv sind und momentan die Hauptenzyme in Glukose-Sensoren zur 
Selbstüberwachung des Glukosespiegels im Blut sind (D’Costa et al., 1986; Igarashi et al., 
2004; Ye et al., 1993). Deshalb könnte ein mGDH-Überproduktionsstamm, wie er in dieser 
Arbeit beschrieben wurde, in der Zukunft eine geeignete Quelle zur Produktion der 
Biosensoren sein und die Sensitivität von Glukose-Erfassungssystemen verbessern.  
 
 
4.4 Gox1857 aus G. oxydans – ein Enzym, das die 
Produktion von Vitamin C vereinfacht? 
 
Nach der erfolgreichen Überproduktion und Aufreinigung der membrangebundenen Glukose-
Dehydrogenase aus G. oxydans, sollte auch das Protein Gox1857 homolog als Strep-Tag-
Fusionsprotein überproduziert werden. Das Protein wurde bereits anhand von 
Deletionsmutanten als membrangebundene PQQ-abhängige Inositol-Dehydrogenase 
identifiziert (Hölscher et al., 2007). In der beschriebenen Studie wurde das Gen gox1857 im 
Genom von G. oxydans ATCC 621H durch eine Antibiotika-Resistenzkassette unterbrochen 
und anschließend das Wachstum von Mutante und Wildtyp sowie die Dehydrogenase-
Aktivität in entsprechenden Rohextrakten mit verschiedenen Zuckern und Zuckeralkoholen 
verglichen. Dabei wurde für die beiden Stämme mit allen getesteten Substraten mit der 
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Ausnahme von myo-Inositol kein Unterschied im Wachstum festgestellt. Während der 
Wildtyp ein schwaches Wachstum auf myo-Inositol zeigte, wuchs die Mutante auf diesem 
Substrat nicht. Untersuchungen der Dehydrogenase-Aktivität in Rohextrakten zeigten 
ähnliches. Auch hier konnte nur mit dem Wildtypstamm eine Aktivität mit myo-Inositol sowie 
auch mit allo- und muco-Inositol gemessen werden, während die Dehydrogenase-Aktivitäten 
mit anderen Substraten bei Wildtyp und Mutante gleich waren. Da der größte Teil der 
myo-Inositol Dehydrogenase-Aktivität in der Membran zu finden war, wurde außerdem 
gezeigt, dass es sich bei Gox1857 um ein Membranprotein handelt. Die partielle Aufreinigung 
einer membrangebundenen myo-Inositol-Dehydrogenase aus G. oxydans 621 über 
Säulenchromatographie wurde in der Vergangenheit beschrieben (Criddle et al., 1974, 1977). 
Daneben existieren allerdings auch Patente, die Hinweise darauf geben, dass es sich bei 
Gox1857 um eine besondere Sorboson-Dehydrogenase handeln könnte, die L-Sorboson direkt 
zu Vitamin C umsetzten kann (Berry et al., 2010, 2012; Beuzelin-Ollivier et al., 2012). Bei 
der Herstellung von Vitamin C aus Sorbitol mithilfe von Mikroorganismen wie G. oxydans 
sind mehrere Enzyme involviert (Saito et al., 1997). In einem ersten Schritt muss D-Sorbitol 
durch eine Sorbitol-Dehydrogenase zu L-Sorbose umgesetzt werden, die dann wiederum 
durch eine Sorbose-Dehydrogenase zu L-Sorboson oxidiert wird. Eine Sorboson-
Dehydrogenase setzt dann L-Sorboson zu 2-Keto-L-Gulonsäure um, aus der durch chemische 
Reaktionen L-Ascorbinsäure (Vitamin C) hergestellt wird (siehe Abb. 40 A). Die Sorboson-
Dehydrogenase aus Gluconobacter melanogenus UV10 (auch als Gluconobacter oxydans 
UV10 bezeichnet) wurde bereits isoliert und charakterisiert (Hoshino et al., 1991). Es handelt 
sich um ein cytosolisches, NAD(P)-abhängiges Enzym mit einer breiten Substratspezifität für 
verschiedene Aldehyde, wobei die höchste spezifische Aktivität mit L-Sorboson gefunden 
wurde. Saito et al. (1997) transformierten G. oxydans G624, einen Stamm, der L-Sorbose 
akkumuliert, mit einem Vektor, der die Gene für die L-Sorbose- und L-Sorboson-
Dehydrogenase aus G. oxydans T100 trug. Mit dem rekombinanten Stamm konnten durch 
einfache Fermentation große Mengen 2-Keto-L-Gulonsäure hergestellt werden. Eine lösliche, 
PQQ-abhängige L-Sorboson-Dehydrogeanse (SNDH1), sowie zwei Isoformen des Enzyms 
(SNDH2 und SNDH3) aus Ketogulonicigenium vulgare DSM 4025 (früher irrtümlicherweise 
als Gluconobacter oxydans bezeichnet), die L-Sorboson sowohl zu 2-Keto-L-Gulonsäure als 
auch zu L-Ascorbinsäure umsetzen können, wurden bereits isoliert und charakterisiert 
(Miyazaki et al., 2006). Die Autoren erklärten die Entstehung der beiden unterschiedlichen 
Produkte mit der Tautomerisierung von L-Sorboson und vermuteten, dass 2-Keto-L-
Gulonsäure entsteht, wenn L-Sorboson in der Pyranoseform (2,6-Lactonform) vorliegt und 
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L-Ascorbinsäure produziert wird, wenn L-Sorboson die Furanoseform (1,4-Lactonform) 
einnimmt.  
 
Durch eine Sorboson-Dehydrogenase, die in der Lage ist, L-Sorboson direkt in einem Schritt 
zu Vitamin C umzusetzen, könnte in Zukunft eine Synthesestufe in der Herstellung von 
Vitamin C eingespart und der aufwändige Prozess vereinfacht werden (siehe Abb. 40 B). 
Entsprechend groß ist das Interesse daran, die Funktion von Gox1857 als eine für diesen 
Zweck potentiell geeignete Sorboson-Dehydrogenase aufzuklären. Die vollständige 
Aufreinigung des Enzyms aus G. oxydans stellt dabei einen wichtigen Schritt dar.  
 
 
Abb. 40: Umsetzung von L-Sorboson zu L-Ascorbinsäure (Vitamin C). (A) Umsetzung von 
L-Sorboson zu 2-Keto-L-Gulonsäure durch eine Sorboson-Dehydrogenase (SNDH) und 
anschließende chemische Umsetzung von 2-Keto-L-Gulonsäure zu L-Ascorbinsäure. 
(B) Mögliche direkte Umsetzung von L-Sorboson zu L-Ascorbinsäure durch Gox1857. 
 
4.4.1 Überproduktion von Gox1857 in G. oxydans 
In dieser Arbeit sollte das Gen gox1857 unter Verwendung des Vektors pBBR1p452-ST in 
G. oxydans ∆hsdR überexprimiert und das Strep-Tag-Fusionsprotein über Strep-Tactin-
Affinitätschromatographie aufgereinigt werden. Zunächst wurde die spezifische Aktivität von 
Membranfraktionen des Überexpressionsstamms und eines Kontrollstamms, der das leere 
Plasmid pBBR1p452 trug, mit myo-Inositol und Sorboson gemessen. Wie auch bei Hölscher 
et al. (2007) wurde die höchste Dehydrogenase-Aktivität mit myo-Inositol unter Verwendung 
der Elektronenakzeptoren PMS und DCPIP bei einem pH-Wert von 8,75 ermittelt. Die 
spezifische Aktivität der Membranfraktionen des Überexpressionsstamms lag dabei allerdings 
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415 mU/mg und beide Werte lagen im Bereich der spezifischen Aktivität, die von Hölscher et 
al. (2007) für die Membranfraktionen des Wildtyps G. oxydans 621H angegeben wurde 
(600 mU/mg). In derselben Studie wurde auch beschrieben, dass die Expression der Inositol-
Dehydrogenase offenbar reguliert wird. Die in Rohextrakten des G. oxydans 621H 
Wildtypstamms messbare myo-Inositol-Dehydrogenase-Aktivität war von dem Substrat 
abhängig, mit dem die Kultur angezogen wurde (Hölscher et al., 2007). Dabei war die 
Aktivität am höchsten, wenn die Kultur in einem Komplexmedium mit D-Sorbitol angezogen 
wurde. Bei dem Wachstum mit D-Mannitol betrug die Aktivität im Vergleich nur 27 % und 
bei dem Wachstum mit D-Glukose war kaum eine Aktivität messbar. Das Wachstum auf 
myo-Inositol allein war gering, jedoch war die myo-Inositol-Dehydrogenase-Aktivität in 
diesem Fall noch höher, als bei dem Wachstum auf D-Sorbitol. Wurde myo-Inositol zusätzlich 
zu den anderen Substraten in das Medium gegeben, konnte kein Effekt auf die myo-Inositol-
Dehydrogense-Aktivität festgestellt werden. Eine Abhängigkeit der Expression des Gens 
gox1857 von der Kohlenstoffquelle, auf der G. oxydans angezogen wurde, wurde auch 
anhand von Transkriptionsstudien nachgewiesen (Hoffmeister, 2006). Bei dem Wachstum auf 
Mannitol und Sorbitol wurde das Gen 5,6-fach bzw. 3,2-fach stärker transkribiert als bei dem 
Wachstum auf Glukose. Es wurde außerdem gezeigt, dass die Expression des Gens bei einem 
pH-Wert von 5,5, stärker war als bei einem pH-Wert von 3,5 (11,3-fach erhöht). In dieser 
Arbeit wurde G. oxydans in Hefe-Mannitol-Medium angezogen. Es war jedoch nicht davon 
auszugehen, dass dies einen Einfluss auf die Überproduktion des rekombinanten Proteins 
Gox1857 hatte, da die Expression des Gens gox1857 hier Plasmid-basiert unter einem 
konstitutiven Promotor erfolgte. Die Produktion des Strep-Tag-Fusionsproteins wurde 
dadurch bestätigt, dass Gox1857 über Strep-Tactin-Affinitätschromatographie isoliert werden 
konnte. Unklar ist noch, warum die spezifische Aktivität der Membranfraktionen des 
Überexpressionsstamms mit myo-Inositol nicht viel höher war, als die der Membranfraktionen 
des Kontrollstamms.  
 
Die Messungen mit Sorboson waren aufgrund der Reaktion des Substrats ohne die Zugabe 
von Enzym als relativ ungenau einzustufen und es konnte keine Abnahme der Absorption des 
Elektronenakzeptors Ferricyanid gemessen werden, die über die Basisabnahme hinausging. 
Dieses Ergebnis spiegelte sich auch in den Sauerstoffverbrauchsraten der Membranfraktionen 
wieder. Während die Sauerstoffverbrauchsrate der Membranfraktion von G. oxydans ∆hsdR 
mit Plasmid pBBR1p452-gox1857-ST mit dem Substrat myo-Inositol 
(225 nmol ½O2 min-1 mg–1) leicht erhöht war im Vergleich zum Kontrollstamm 
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(191 nmol ½O2 min-1 mg–1), konnte mit dem Substrat L-Sorboson kein Sauerstoffverbrauch 
durch die Membranfraktionen gemessen werden. Da eine mögliche Aktivität des Enzyms mit 
Sorboson durch die chemische Reaktivität des Substrats überdeckt worden sein könnte, sollte 
die Aufreinigung von Gox1857 eine genauere Untersuchung des Enzyms erlauben. 
 
4.4.2 Aufreinigung von Gox1857  
Da sich für unterschiedliche Membranproteine auch unterschiedliche Detergenzien zu deren 
Solubilisierung eignen, wurden für Gox1857 verschiedene, nicht-ionische Detergenzien 
getestet. Triton X-100, n-Dodecyl-β-D-Maltosid (DDM), n-Octyl-β-D-Glukopyranosid (OG) 
und Brij-35 wurden jeweils in einer Konzentration von 1 % eingesetzt. Das Detergenz musste 
einerseits stark genug sein, um das Protein aus der Membran zu lösen, andererseits aber auch 
mild genug sein, um die native Faltung und Aktivität dabei zu erhalten. Eine wichtige Rolle 
bei der Detergenzienwahl spielten auch die kritische Mizellenbildungskonzentration (CMC) 
und die Mizellengröße, die mit der Größe des apolaren Teils des Detergenz ab- bzw. 
zunehmen. (Helenius et al., 1979). Detergenzien mit einem hohen CMC-Wert können durch 
Verdünnung leichter wieder entfernt werden, als Detergenzien mit einem niedrigen CMC-
Wert. Während die CMC-Werte für Brij-35 (0,09 mM), DDM (0,15 – 0,19 mM) und 
Triton X-100 (0,3 mM), sehr niedrig sind, ist der CMC-Wert für OG (25 - 30 mM) eher hoch. Es 
stellte sich heraus, dass Brij-35 gänzlich ungeeignet war, um Gox1857 zu solubilisieren und 
auch unter Verwendung von OG konnte das Protein nicht gereinigt werden. Eine 
Aufreinigung von Gox1857 war dagegen mit Triton X-100 und DDM möglich. Die 
Gesamtausbeute an Protein war mit 20 – 45 µg aus 400 mL Kultur jedoch gering und konnte 
durch den Einsatz eines höheren Kulturvolumens von 2,5 L auf 180 µg gesteigert werden. Die 
Reinheit des Proteins wurde durch eine SDS-PAGE und einen Western-Blot bestätigt. Es war 
jeweils eine klare Bande auf der zu erwartenden Höhe (87 kDa) in dem Gel und auf dem Blot 
sichtbar. Die ermittelte spezifische Aktivität des gereinigten Proteins mit myo-Inositol betrug 
je nach Präparation zwischen 500 und 5.000 mU/mg. Die spezifische Aktivität der von 
Criddle et al. (1977) partiell gereinigten membrangebundenen Inositol-Dehydrogenase aus 
G. oxydans 621 lag mit 524 mU/mg in einem ähnlichen Bereich. Da das Protein in diesem 
Fall nicht bis zur Homogenität gereinigt vorlag und auch die Bedingungen, unter denen die 
Aktivität gemessen wurde, nicht identisch waren, ist ein direkter Vergleich nicht möglich. 
Aber dennoch zeigt dies, dass es sich bei Gox1857 der Aktivität entsprechend vermutlich um 
eine myo-Inositol-Dehydrogenase handelt. Mit verschiedenen Zuckern, Zuckeralkoholen und 
zyklischen Diolen konnte keine gesteigerte Aktivität des gereinigten Proteins Gox1857 
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festgestellt werden. Auch mit Sorboson, das ein vermutetes Substrat von Gox1857 war, 
konnte keine Aktivität gemessen werden.  
 
4.4.3 Auswirkungen des eingesetzten Detergenz und 
Rekonstitutionsversuche zur Steigerung der Aktivität von Gox1857  
Hölscher et al. (2007) stellten fest, dass die Inositol-Dehydrogenase durch die Zugabe von 
EDTA inaktiviert wurde und gingen deshalb davon aus, dass es sich um ein PQQ-abhängiges 
Enzym handelt. PQQ-abhängige Enzyme benötigen divalente Metallionen wie Ca2+ oder 
Mg2+, die an der Bindung von PQQ im aktiven Zentrum beteiligt sind (Goodwin & Anthony, 
1998). Eine Behandlung dieser Enzyme mit EDTA, das Komplexe mit Kationen bildet, kann 
durch den Entzug der Ionen zu einem Verlust der prosthetischen Gruppe führen. Dies hängt 
jedoch von der Stärke der Bindung zwischen PQQ und dem Enzym ab. So kann PQQ 
beispielsweise aus der Glukose-Dehydrogenase von Pseudomonas aeruginosa durch Dialyse 
gegen EDTA-haltige Puffer herausgelöst werden (Duine et al., 1983), während die 
prosthetische Gruppe aus der Glukose-Dehydrogenase von Acinetobacter calcoaceticus nicht 
durch eine Behandlung mit EDTA entfernt werden kann (Hauge, 1964). In diesem Fall konnte 
die Apoform des Enzyms nur durch einen niedrigen pH-Wert, hohe Salzkonzentrationen oder 
Hitzebehandlung erhalten werden (Duine et al., 1979; Geiger & Görisch, 1989; Hauge, 1964). 
Um sicher zu stellen, dass die relativ geringe Aktivität von Gox1857 in dieser Arbeit nicht auf 
einen Verlust des PQQs infolge des Aufreinigungsprozesses zurückzuführen war, wurde eine 
Rekonstitution des Enzyms mit PQQ unter Zugabe von CaCl2 oder MgSO4 versucht. Die 
spezifische Aktivität des Enzyms Gox1857 mit dem Substrat myo-Inositol konnte durch die 
Zugabe von PQQ allerdings nicht gesteigert werden. Deshalb enthielt das gereinigte Enzym 
die prosthetische Gruppe entweder bereits, oder aber es gab möglicherweise noch einen 
anderen Faktor, der für die Aktivität von Gox1857 eine wichtige Rolle spielte. 
 
Tests an Membranfraktionen zeigten, dass die zuvor gemessene Aktivität mit myo-Inositol 
nach der Zugabe von Detergenz (Triton X-100 oder DDM) bereits nach kurzer Zeit stark 
abnahm. Entsprechend war davon auszugehen, dass das für die Oxidation von myo-Inositol 
verantwortliche Enzym in der Membran durch die Detergenzien inaktiviert wurde. 
Detergenzien können Membranproteine bekanntermaßen destabilisieren, indem notwendige 
Kontakte des Proteins zu Komponenten in der nativen Membranumgebung gestört werden. 
Dies könnte die recht geringe Aktivität des gereinigten Proteins Gox1857 erklären. Deshalb 
wurde versucht, das Protein während der Solubilisierung durch die Zugabe von 1 – 2 % 
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Asolectin zu stabilisieren. Asolectin besteht aus einer Mischung von Phospholipiden aus 
Sojabohnen und wurde in verschiedenen Studien zur Rekonstitution von Membranproteinen 
eingesetzt (Cao et al., 2001; Hicks & Krulwich, 1990; Sukharev et al., 1993). Die Zugabe von 
Asolectin führte jedoch nicht zu einer Steigerung der Aktivität. Möglich wäre, dass das 
Asolectin nicht die für ein bakterielles Protein notwendigen Lipide enthielt. Daher wurde im 
Weiteren getestet, ob das gereinigte Membranprotein mit dem Extrakt von polaren Lipiden 
aus E. coli rekonstituiert werden konnte. Doch auch die Zugabe dieser Lipide führte zu keiner 
Steigerung der Aktivität von Gox1857 mit myo-Inositol oder Sorboson. Hierfür kommen 
verschiedene Erklärungen in Frage. Entweder enthielt auch der Lipidextrakt aus E. coli nicht 
die von Gox1857 benötigten Komponenten, oder aber eine Rekonstitution durch die einfache 
Zugabe der Lipide war nicht möglich und es müsste stattdessen eine Integration des Proteins 
in vollständige, künstliche Liposomen erfolgen (Geertsma et al., 2008). Andere 
Möglichkeiten sind, dass die Aktivität der Dehydrogenase generell niedrig ist oder dass 
myo-Inositol nicht das Hauptsubstrat des Enzyms ist und die Aktivität mit einem anderen, hier 
nicht identifizierten Substrat, höher wäre. Eventuell setzt Gox1857 sogar Sorboson in 
niedrigen Raten um, was in den Tests aber durch die Eigenreaktivität von Sorboson überdeckt 
wurde. Die spezifische Aktivität von Sorboson-Dehydrogenasen fällt zum Teil relativ gering 
aus. Für die NAD(P)-abhängige L-Sorboson-Dehydrogenase aus Gluconobacter melanogenus 
UV10 (Gluconobacter oxydans UV10) wird z. B. eine spezifische Aktivität von 1,7 U/mg 
angegeben (Hoshino et al., 1991).  
 
Die Ergebnisse zeigen, dass die membrangebundene Dehydrogenase Gox1857 unter 
Verwendung des in dieser Arbeit hergestellten Expressionsvektors pBBR1p452-ST in 
G. oxydans ∆hsdR überproduziert und über Strep-Tactin-Affinitätschromatographie bis zur 
Homogenität aufgereinigt werden konnte. Das gereinigte Protein wies eine relativ geringe 
Dehydrogenase-Aktivität mit myo-Inositol auf, wogegen keine Aktivität mit dem Substrat 
L-Sorboson nachzuweisen war. Unterschiedliche Gründe für die niedrige Aktivität wurden 
diskutiert. Da an Membranfraktionen ein negativer Effekt von Detergenzien auf die Oxidation 
von myo-Inositol nachgewiesen wurde und die einfache Zugabe von Lipiden diesen nicht 
wieder aufheben konnte, wäre die Integration des gereinigten Proteins Gox1857 in künstliche 
Liposomen ein möglicher Schritt, um höhere Aktivitäten des Enzyms zu erreichen und eine 
weitere Charakterisierung zu ermöglichen. Die Vermutung, dass es sich bei Gox1857 um eine 
L-Sorboson-Dehydrogenase handelt, die L-Sorboson direkt zu Vitamin C umsetzten kann, 
konnte in dieser Arbeit nicht bestätigt werden. Aufgrund der genannten Probleme bei der 
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Messung der Aktivität mit diesem Substrat konnte diese Möglichkeit jedoch auch nicht ganz 
ausgeschlossen werden. Während L-Sorboson-Dehydrogenasen in der Produktion von 
Vitamin C eingesetzt werden, werden Inositol-Dehydrogenasen z. B. in enzymatischen Tests 
zur Diagnose von Diabetes in frühen Stadien verwendet (Yamakoshi et al., 2003). Außerdem 
sind Inositol-Dehydrogenasen an der Synthese von D-chiro-Inositol, das als Medikament zur 
Behandlung von Diabetes Typ 2 und dem polyzystischen Ovarialsyndrom in Frage kommt 




4.5 Gluconacetobacter diazotrophicus als Organismus der 
Biotechnologie 
 
4.5.1 Ga. diazotrophicus - ein Endophyt, der das Pflanzenwachstum 
fördert 
Gluconacetobacter diazotrophicus wurde erstmals aus Zuckerrohr isoliert (Cavalcante & 
Dobereiner, 1988) und tritt in einer Reihe weiterer Nutzpflanzen wie Ananas (Tapia-
Hernández et al., 2000), Kaffee (Jimenez-Salgado et al., 1997), Reis (Muthukumarasamy et 
al., 2005) und Fingerhirse (Loganathan et al., 1999) auf. Auch aus Karotten, Rote Beeten und 
Rettich konnte Ga. diazotrophicus isoliert werden (Madhaiyan et al., 2004). Aufgrund seiner 
Fähigkeit zur Fixierung von molekularem Stickstoff besitzt der Endophyt eine besondere 
Bedeutung für biotechnologische Anwendungen in der Landwirtschaft. Dabei spielen auch 
weitere wichtige Eigenschaften von Ga. diazotrophicus, die das Wachstum von Pflanzen 
fördern, eine wichtige Rolle. Der Organismus produziert die Phytohormone 
Indol-3-Essigsäure, Gibberellin A1 und A3 (Bastián et al., 1998; Fuentes-Ramirez et al., 
1993), sowie ein Bacteriocin, das das Wachstum des Zuckerrohr-pathogenen Bakteriums 
Xanthomonas albilineans inhibiert (Blanco et al., 2005; Piñón et al., 2002). Außerdem fördert 
Ga. diazotrophicus die Löslichkeit von Nährstoffen wie Phosphat und Zink-Ionen 
(Maheshkumar et al., 1999; Saravanan et al., 2007). Eine Kolonisierung von Nutzpflanzen 
mit pflanzenwachstumsfördernden Bakterien wie Ga. diazotrophicus wird als Maßnahme in 
Betracht gezogen, um den Einsatz künstlicher Stickstoff-Dünger zu vermeiden oder zu 
reduzieren (Cocking et al., 2005; Muthukumarasamy et al., 2006; Pedraza, 2008). 
Untersuchungen zur Inokulierung und Kolonisierung verschiedener Nutzpflanzen wie 
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Zuckerrohr, Reis, Sorghumhirse, Weizen und Tomaten mit Ga. diazotrophicus wurden bereits 
durchgeführt (Botta et al., 2013; James et al., 1994, 2001; Luna et al., 2010; Muñoz-Rojas & 
Caballero-Mellado, 2003; Rouws et al., 2010). Die Interaktionen zwischen Pflanze und 
Bakterium sind dabei komplex. Zur Aufklärung von biologischen Prozessen, die bei der 
Interaktion eine Rolle spielen, wurden in einem proteomischen Ansatz Proteine gesucht, die 
in Ga. diazotrophicus differenziell in der An- oder Abwesenheit von Zuckerrohrpflanzen 
synthetisiert werden (dos Santos et al., 2010). Die in dieser Studie identifizierten Proteine 
waren in den Kohlenhydrat- und Energiemetabolismus, in Faltungs-, Sortierungs- und 
Abbauprozesse sowie in die Regulation von Transkription und Translation involviert. In einer 
anderen Studie wurden im Rahmen einer quantitative Proteomanalyse weitere Proteine in 
Ga. diazotrophicus und besiedelten Zuckerrohrpflanzen identifiziert, die einen Einblick in die 
aktivierten Signalkaskaden im frühen Stadium der Interaktion von Ga. diazotrophicus und 
Zuckerrohr geben (Lery et al., 2011). Außerdem wurde gezeigt, dass offensichtlich die 
Produktion von Exopolysacchariden wichtig für die Bildung von Biofilmen und die 
Kolonisierung von Pflanzen durch Ga. diazotrophicus ist (Meneses et al., 2011).  
 
4.5.2 Produktion und Charakterisierung von Proteinen aus 
Ga. diazotrophicus 
Die Charakterisierung von Enzymen, die z. B. an dem positiven Effekt von 
Ga. diazotrophicus auf das Pflanzenwachstum beteiligt sind, wäre ein wichtiger Schritt, um 
diesen Organismus biotechnologisch besser nutzen zu können. Dazu werden geeignete 
Systeme für die homologe Produktion und Aufreinigung von Proteinen aus 
Ga. diazotrophicus benötigt. Ein Ziel dieser Arbeit war es deshalb, das in G. oxydans 
etablierte Expressionssystem auch auf Ga. diazotrophicus zu übertragen. Bisher erfolgte die 
funktionale Analyse von Genen aus Ga. diazotrophicus häufig über entsprechende 
Insertionsmutanten, ohne dass die Proteine isoliert wurden (Alquéres et al., 2013; Intorne et 
al., 2009; Meneses et al., 2011; Perlova et al., 2002, 2003; Rouws et al., 2008). Es sind nur 
wenige Fälle bekannt, in denen Ga. diazotrophicus Enzyme aus dem Organismus selbst 
isoliert und charakterisiert wurden. Dazu gehören die membrangebundene PQQ-abhängige 
Alkohol-Dehydrogenase (Gómez-Manzo et al., 2008, 2010b, 2012) und die ebenfalls 
membrangebundene und PQQ-abhängige Aldehyd-Dehydrogenase (Gómez-Manzo et al., 
2010a), die über konventionelle Säulenchromatographie aus den Membranfraktionen 
aufgereinigt wurden. Die Levan-Sucrase (LsdA) konnte durch nicht-denaturierende 
Umkehrphasen-HPLC aus dem Überstand von Ga. diazotrophicus SRT4 Kulturen gereinigt 
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und nach der Kristallisierung durch Röntgenstrukturanalyse untersucht werden (Martínez-
Fleites et al., 2004, 2005). Dabei wurde auch überprüft, welchen Einfluss der Austausch 
konservierter Aminsäurereste auf die Aktivität hat (Martínez-Fleites et al., 2005). Das Gen für 
die Exo-Levanase (LsdB) aus Ga. diazotrophicus wurde unter dem T7 RNA-Polymerase-
Promotor des Vektors pET3d in E. coli exprimiert und die Freisetzung von Fruktose bei 
Inkubation des Zellextrakts mit Saccharose wurde beobachtet (Menéndez et al., 2002). 
 
In dieser Arbeit wurde das Gen gdi_3764, das eine putative L-Sorboson-Dehydrogenase 
kodiert, ausgewählt und homolog in Ga. diazotrophicus exprimiert. Da für das Protein 
Gdi_3764 bioinformatisch eine Transmembrandomäne vorhergesagt wurde, wurde der Vektor 
pBBR1p452-ST mit dem moderaten Promotor, der zuvor erfolgreich für die Produktion von 
Strep-Tag-fusionierten Membranproteinen in G. oxydans eingesetzt wurde, für die Expression 
des Gens verwendet. Zusätzlich wurde auch der einfache Strep-Tag II für die Aufreinigung 
des Fusionsproteins über Strep-Tactin-Affinitätschromatographie durch den doppelten 
Strep-Tag (One-Strep-Tag/Twin-Strep-Tag) ausgetauscht, um die Ausbeute an gereinigtem 
Protein zu verbessern. 
 
4.5.3 Verwendung von Ga. diazotrophicus und seinen Enzymen 
Einige Enzyme aus Ga. diazotrophicus wurden in eukaryotischen Organismen überproduziert, 
um das biotechnologische Potential zu nutzen. So wurden die Levansucrase und die Exo-
Levanase eingesetzt, um aus Saccharose industriell wichtiges Levan, Fruktooligosaccharide 
und Fruktose zu produzieren. Das die Levansucrase (LsdA) kodierende Gen aus 
Ga. diazotrophicus wurde in Tabakpflanzen konstitutiv exprimiert und die transgenen 
Pflanzen akkumulierten größere Mengen von Levan (Banguela et al., 2011). Der Teil des 
reifen Proteins (ohne Signalpeptid) wurde dazu mit dem N-termialen Pre-Pro-Peptid der 
Sucrose-Sucrose-1-Fruktosyltransferase aus der Zwiebel fusioniert, das die vakuoläre 
Lokalisierung bewirkte, und zur Isolierung des Proteins aus Blattextrakten diente ein 
C-terminaler Hexahistidin-Tag. Auch eine Expression des Ga. diazotrophicus SRT4 
Levansucrase-Gens in der Hefe Pichia pastoris war möglich und führte zur Produktion von 
Fruktooligosacchariden (Trujillo et al., 2001). Die DNA-Sequenz, die den Vorläufer von 
LsdA ohne die ersten 57 Aminosäuren kodiert, wurde hier mit der pho 1-Signalsequenz 
fusioniert und Plasmid-basiert unter dem induzierbaren Promotor der Alkohol-Oxidase 1 
(AOX1) aus Pichia pastoris exprimiert. Die Glykosylierung des rekombinanten Proteins in 
Pichia pastoris hatte dabei keinen Einfluss auf die Aktivität. Ähnlich erfolgte auch die 
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Produktion der Exo-Levanase (LsdB) aus Ga. diazotrophicus SRT4 in Pichia pastoris 
(Menéndez et al., 2004). Das Gen wurde unter dem Methanol-induzierbaren AOX1-Promotor 
oder dem konstitutiven Promotor der Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAP) 
exprimiert und die effiziente Sekretion des Proteins in das Medium wurde durch das Alpha-
Faktor Signalpeptid aus Saccharomyces cerevisiae bewirkt. Eine Aufreinigung der aktiven 
Exo-Levanase aus dem Kulturüberstand wurde durch einen C-terminalen Hexahistidin-Tag 
möglich und es zeigte sich, dass das Protein nicht durch Glykosylierung posttranslational 
modifiziert wurde. Dennoch wäre die homologe Produktion der biotechnologisch 
interessanten Enzyme aus Ga. diazotrophicus von Vorteil, da so ein Austausch von 
Signalpeptiden unnötig würde und ausgeschlossen wird, dass es zu unvorhergesehenen 
posttranslationalen Modifikationen kommt. Hierzu könnte das für G. oxydans entwickelte 
Expressionssystem verwendet werden. 
 
Die Vektor-basierte heterologe Expression eines Gens in Ga. diazotrophicus erfolgte bereits 
in einem Versuch, den Organismus durch genetische Modifikation für die Anwendung in der 
Landwirtschaft zu optimieren. Durch das Einbringen des Gens für das Toxin Cry1Ac aus 
Bacillus thuringiensis var. kurstaki unter Verwendung des Shuttle-Vektors pKT230 in 
Ga. diazotrophicus sollten mit dem Bakterium besiedelte Zuckerrohrpflanzen vor dem Fraß 
durch Insektenlarven aus der Ordnung Lepidoptera geschützt werden (Subashini et al., 2011). 
Das entsprechende Protein wurde in dem rekombinanten Ga. diazotrophicus-Stamm 
produziert, ohne die Aktivität der für die Stickstofffixierung wichtigen Nitrogenase zu 




4.6 Die putative L-Sorboson-Dehydrogenase Gdi_3764 
aus Ga. diazotrophicus 
 
4.6.1 Transkriptabundanz des Gens gdi_3764 in Ga. diazotrophicus 
Zunächst wurde durch RT-qPCR überprüft, ob das Gen gdi_3764 in Ga. diazotrophicus mit 
dem Plasmid pBBR1p452-gdi3764-ST und dem Plasmid pBBR1p452-gdi3764-OneST wie 
erwartet überexprimiert wurde. Dabei zeigte sich, dass die Transkriptabundanz dieses Gens in 
Ga. diazotrophicus mit den gdi_3764-Überexpressionsvektoren 91- bis 97-fach höher war als 
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die des Referenzgens gdia_2968, das das ribosomale Protein L23 kodiert. In dem Wildtyp-
Stamm war dagegen der Expressionslevel des Referenzgens höher als der des Gens gdi_3764. 
Die relative Menge an mRNA des Gens gdi_3764 (bezogen auf das Referenzgen) in den 
beiden Überexpressionsstämmen war im Vergleich zu dem Wildtyp entsprechend 8230- bis 
8820-fach erhöht. Somit wurden durch den Promotor p452 in Ga. diazotrophicus hohe 
Transkriptionsraten des in den Vektor eingebrachten Gens erreicht. Daher war von einer 
ausreichenden Produktion des Proteins Gdi_3764 auszugehen, die eine Aufreinigung möglich 
machen sollte. 
 
4.6.2 Produktion, Lokalisierung und Aufreinigung des Proteins Gdi_3764 
Die Produktion des Strep-Tag-fusionierten Proteins in Ga. diazotrophicus mit Plasmid 
pBBR1p452-gdi3764-ST konnte durch einen Western-Blot bestätigt werden. Das Protein 
wurde in dem Zelllysat des Überexpressionsstamms detektiert. Da die bioinformatische 
Analyse der Proteinsequenz keine eindeutigen Ergebnisse in Bezug auf die Lokalisierung des 
Proteins lieferte, musste experimentell geklärt werden, ob Gdi_3764 membrangebunden war 
oder in löslicher Form vorlag. Dazu wurde die Membranfraktion durch Ultrazentrifugation 
von den löslichen Zellbestandteilen getrennt und die beiden Fraktionen anschließend ebenfalls 
in einem Western-Blot analysiert. Die entsprechende detektierte Bande auf dem Western-Blot 
war für die Membranfraktion wesentlich stärker ausgeprägt, als für die lösliche Fraktion. 
Deshalb war davon auszugehen, dass das Protein Gdi_3764 mit der Membran assoziiert ist 
und somit mindestens eine Transmembrandomäne besitzen muss, wie sie mithilfe des 
TMHMM Servers auch bioinformatisch vorhergesagt wurde.  
 
Für die Produktion des Proteins zur Aufreinigung aus der Membranfraktion von 
Ga. diazotrophicus über Strep-Tactin-Affinitätschromatographie wurde das Plasmid 
pBBR1p452-gdi3764-OneST gewählt. Mit dem doppelten Strep-Tag wurden bereits 
verbesserte Ausbeuten bei der Aufreinigung der membrangebundenen Glukose-
Dehydrogenase aus G. oxydans erzielt. Die aus 500 mL Kultur erhaltene Gesamtausbeute des 
gereinigten Proteins Gdi_3764 war mit 90 µg jedoch gering und erst nach dem Einengen des 
Proteins in den vereinigten Elutionsfraktionen konnte dieses auf einem Western-Blot 
detektiert werden. Das ermittelte Molekulargewicht von Gdi_3764 betrug etwa 50 kDa. 
Dadurch, dass das Genom von Gluconacetobacter diazotrophicus PAl 5 durch zwei 
unabhängige Gruppen sequenziert wurde, bestehen für die die putative L-Sorboson-
Dehydrogenase kodierende Gensequenz zwei mögliche Varianten. Gemäß der Sequenz, die 
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Bertalan et al. (2009) angeben, umfasst das durch das Gen gdi_3764 kodierte Protein 468 
Aminosäuren. Bei Lucas et al. (2008) beginnt das entsprechende Gen gdia_2640 an einem 
alternativen Startcodon, wodurch das kodierte Protein um 17 Aminosäuren kürzer ist. In 
dieser Arbeit wurde die längere Gensequenz verwendet, um sicher zu gehen, dass das 
vollständige Protein produziert wird. Das theoretische Molekulargewicht des One-Strep-Tag-
Fusionsproteins lag bei 53,4 kDa (Gdi_3764) bzw. 51,6 kDa (Gdia_2640) und aufgrund 
dieses geringen Unterschieds, konnte anhand des Western-Blots nicht entschieden werden, ob 
das Protein in der längeren oder kürzeren Version vorlag. Um zu klären, mit welchem der 
beiden möglichen Startcodons das Gen tatsächlich beginnt und wie groß das Protein 
dementsprechend ist, müsste eine N-terminale Sequenzierung des gereinigten Proteins 
vorgenommen werden. In einer BLAST-Analyse zeigte Gdi_3764 eine große Homologie zu 
der membrangebundenen L-Sorboson-Dehydrogenase aus Gluconacetobacter liquefaciens 
(Shinjoh et al., 1995). Die Tatsache, dass diese Homologie erst ab Aminosäure 18 auftrat, 
könnte einen Hinweis darauf sein, dass vermutlich die kürzere, durch das Gen gdia_2640 
kodierte Proteinvariante in Ga. diazotrophicus vorliegt. Auch zu putativen L-Sorboson-
Dehydrogenasen aus anderen Organismen wurden bei der BLAST-Analyse relativ große 
Homologien gefunden. Mit dem isolierten und aufkonzentrierten Protein Gdi_3764 konnte in 
dieser Arbeit jedoch keine Aktivität mit dem Substrat L-Sorbson gemessen werden. Bereits 
im Zusammenhang mit dem Protein Gox1857 aus G. oxydans wurde das Problem 
beschrieben, dass der artifizielle Elektronenakzeptor durch das Substrat L-Sorboson auch 
nicht-enzymatisch reduziert wurde und da das gereinigte Protein nur in geringen 
Konzentrationen vorlag, wurden geringfügige Aktivitäten so möglicherweise überdeckt. Die 
Bedeutung von Sorboson-Dehydrogenasen in der Produktion von Vitamin C wurde in 
Abschnitt 4.4 diskutiert und einige dieser Enzyme wurden in der Vergangenheit 
charakterisiert. Eine lösliche, PQQ-abhängige L-Sorboson-Dehydrogenase (SNDH1) sowie 
zwei Isoformen des Enzyms (SNDH2 und SNDH3), die aus Ketogulonicigenium vulgare 
DSM 4025 (früher als Gluconobacter oxydans bezeichnet) isoliert wurden, konnten 
L-Sorboson sowohl zu 2-Keto-L-Gulonsäure als auch zu L-Ascorbinsäure umsetzen 
(Miyazaki et al., 2006). Für die Umsetzung von L-Sorboson zu L-Ascorbinsäure betrugen die 
spezifischen Aktivitäten der Isoenzyme zwischen 3,01 und 4,63 U/mg und für die Umsetzung 
von L-Sorboson zu 2-Keto-L-Gulonsäure lagen die spezifischen Aktivitäten zwischen 0,60 
und 1,16 U/mg. Asakura & Hoshino (1999) isolierten aus dem gleichen Organismus eine 
lösliche PQQ-abhängige L-Sorbose-/L-Sorboson-Dehydrogenase, die L-Sorbose zu 
L-Sorboson und L-Sorboson zu 2-Keto-L-Gulonsäure mit spezifischen Aktivitäten von 
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6,73 U/mg und 9,69 U/mg oxidierte. Das Enzym wies allerdings ein breites Substratspektrum 
auf. Es setzte primäre und sekundäre Alkohole, Aldehyde, Aldosen, Ketosen und andere 
Zuckeralkohole, aber nicht Methanol oder Formaldehyd um. Da die Aktivitäten mit diesen 
Substraten dabei größtenteils höher waren als mit L-Sorbose oder L-Sorboson, handelt es sich 
vermutlich um eine unspezifische Alkohol-Dehydrogenase. Auch für die cytosolische 
NAD(P)-abhängige L-Sorboson-Dehydrogenase aus Gluconobacter melanogenus UV10 
(Gluconobacter oxydans UV10) wurde ein breites Substratspektrum mit verschiedenen 
Aldehyden angegeben, wobei die spezifische Aktivität in diesem Fall jedoch mit Sorboson 
(1,7 U/mg) am höchsten war (Hoshino et al., 1991). Die membrangebundene L-Sorboson-
Dehydrogenase aus Acetobacter liquefaciens IFO12258 wurde heterolog in G. oxydans OX4, 
einer Mutante von G. oxydans IFO3293, die L-Sorboson in Gegenwart von L-Sorbose 
akkumuliert, produziert (Shinjoh et al., 1995). Das Protein wurde dabei funktional in die 
Membran von G. oxydans integriert und konnte nach der Solubilisierung aus den 
Membranfraktionen aufgereinigt werden. Die spezifische Aktivität für das partiell gereinigte 
Enzym wurde mit 36,1 U/mg angegeben. Dass es sich bei Gdi_3764 aus Ga. diazotrophicus 
um eine Sorboson-Dehydrogenase handelt, konnte in dieser Arbeit nicht experimentell 
bestätigt werden, da mit diesem Substrat keine Aktivität messbar war. Allerdings lag das 
gereinigte Protein nur in sehr geringen Mengen vor. Niedrige Aktivitäten konnten so 
eventuell nicht nachgewiesen werden. Deshalb wäre es notwendig, die Ausbeute bei der 
Aufreinigung des Enzyms aus der Membran von Ga. diazotrophicus zu erhöhen. Dazu 
könnten z.B. größere Kulturvolumina eingesetzt werden und auch das Testen anderer 
Detergenzien zur Solubilisierung der Membranfraktionen könnte zu einer Verbesserung 
beitragen.  
 
In dieser Arbeit wurden Grundlagen für die homologe Produktion und Aufreinigung von 
Membranproteinen aus Ga. diazotrophicus geschaffen. Mit dem in G. oxydans etablierten 
Expressionsvektor pBBR1p542-ST wurden in Ga. diazotrophicus hohe Transkriptionsraten 
des eingebrachten Gens gdi_3764 nachgewiesen und eine Aufreinigung des produzierten 
One-Strep-Tag-Fusionsproteins war in geringen Mengen möglich. Dies zeigte, dass das 
Expressionssystem aus G. oxydans prinzipiell in Ga. diazotrophicus anwendbar ist und in 
Zukunft die Charakterisierung von Dehydrogenasen mit bisher unbekannter Funktion aus 
diesem Organismus ermöglicht. Durch die Charakterisierung wichtiger Enzyme könnte das 
biotechnologische Potential von Ga. diazotrophicus besser ausgeschöpft werden. Die 
Übertragbarkeit des Expressionssystems auf Ga. diazotrophicus liefert außerdem Hinweise 
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darauf, dass die in dieser Arbeit eingesetzten und weiterentwickelten Expressionsvektoren 
auch zur Genexpression in anderen Essigsäurebakterien geeignet sind. 
 




In dieser Arbeit wurde ein Expressionssystem für die homologe Produktion und Aufreinigung 
von Membranproteinen aus Essigsäurebakterien weiterentwickelt. Dazu wurden die bereits in 
G. oxydans etablierten Expressionsvektoren pBBR1p264 und pBBR1p452, mit einem starken 
bzw. moderaten Promotor, durch die Integration der Sequenz für einen Strep-Tag optimiert.  
 
Das optimierte Expressionssystem wurde zunächst anhand des cytoplasmatischen Proteins 
Gox1801 aus G. oxydans getestet. Das Enzym wurde unter Verwendung des 
Expressionsvektors pBBR1p264-ST überproduziert und das rekombinante Protein konnte 
durch Strep-Tactin-Affinitätschromatographie bis zur Homogenität aufgereinigt werden. Es 
zeigte sich, dass es sich bei Gox1801 um eine NAD(P)H-abhängige Succinat-Semialdehyd-
Reduktase handelt. Die spezifische Aktivität des Enzyms mit dem Substrat Succinat-
Semialdehyd und dem Cofaktor NADH betrug 225 ± 36 U/mg und das Enzym wies eine 
vergleichbare spezifische Aktivität von 230 ± 19 U/mg auf, wenn der Cofaktor NADPH 
eingesetzt wurde. Für das denaturierte Protein Gox1801 wurde ein Molekulargewicht von 
32 kDa ermittelt und in der nativen Form lag das Protein als Tetramer vor. Der optimale 
pH-Wert des Enzyms für die Reduktion von Succinat-Semialdehyd lag bei 6,5 und die 
optimale Temperatur betrug 30 °C. Bei Verwendung des Cofaktors NADH wies Gox1801 
einen KM-Wert von 5,1 ± 0,6 mM für Succinat-Semialdehyd auf, die maximale 
Reaktionsgeschwindigkeit (Vmax) betrug 298 ± 40 U/mg und die katalytische Effizienz, 
kcat/KM, lag bei 3,1 x 104 s-1 M-1. Die KM-Werte für NADH und NADPH betrugen 59 ± 5,5 
bzw. 13 ± 4 µM. Die Rückreaktion, die Oxidation von γ-Hydroxybutyrat, wurde durch das 
Enzym lediglich mit einer geringen spezifischen Aktivität von 4 U/mg katalysiert. Eine 
Transkriptionsanalyse ergab, dass das Gen gox1801 in dem G. oxydans-Wildtyp-Stamm stark 
exprimiert wurde und das Protein folglich eine wichtige Funktion haben muss. 
 
Im nächsten Schritt wurde die durch das Gen gox0265 kodierte membrangebundene 
PQQ-abhängige Glukose-Dehydrogenase (mGDH) aus G. oxydans als Modellprotein für die 
homologe Produktion und Aufreinigung von Membranproteinen eingesetzt. Die relative 
Expressionsrate des mgdh-Gens in dem Überexpressionsstamm, der das Plasmid 
pBBR1p452-gox0265-ST trug, war im Vergleich zu einem Kontrollstamm neunfach erhöht. 
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Entsprechend waren auch die mGDH-Aktivität und die Sauerstoffverbrauchsrate der 
Membranfraktionen des Überexpressionsstamms dreifach bzw. fünffach höher als die des 
Kontrollstamms. Anders als bei dem Kontrollstamm, konnte die Sauerstoffverbrauchsrate der 
Membranfraktionen des mGDH-Überproduktionsstamms durch die Zugabe von Ethanol 
zusätzlich zu Glukose als Substrat nicht weiter gesteigert werden. Dies zeigte, dass die 
terminalen Chinoloxidasen hier den limitierenden Faktor darstellten und die Atmungskette 
allein durch die Oxidation von Glukose gesättigt wurde. Die mit den Membranfraktionen des 
Überproduktionsstamms gemessenen erhöhten Glukose-Oxidationsraten korrelierten mit einer 
um 70 % gesteigerten Glukonatproduktionsrate dieses Stamms. Nach der Solubilisierung der 
Membranfraktionen mit dem Detergenz Triton X-100 konnte die rekombinante mGDH über 
Strep-Tactin-Affinitätschromatographie aufgereinigt werden. Der KM-Wert für Glukose lag 
bei 5,9 ± 0,34 mM mit einem Vmax-Wert von 216 ± 5,4 U/mg. Zudem zeigte das Enzym 
geringere Aktivitäten mit weiteren D-Aldosen und  Aldosederivaten. Durch die Verwendung 
eines doppelten Strep-Tags (One-Strep-Tag) wurde die Proteinausbeute bei der Aufreinigung 
des Membranproteins verbessert. Die spezifische Aktivität der mGDH mit dem doppelten 
Strep-Tag war im Vergleich zu dem Enzym mit dem einfachen Strep-Tag erhöht. Dies könnte 
auf einen Effekt des Affinitätstags zurückzuführen sein.  
 
Nach der erfolgreichen Überproduktion und Aufreinigung der mGDH als 
Modell-Membranprotein, wurde der Vektor pBBR1p452-ST eingesetzt, um das Gen gox1857 
aus G. oxydans homolog zu exprimieren. Dieses Gen kodierte eine bisher noch nicht 
eingehend charakterisierte membrangebundene myo-Inositol- oder L-Sorboson-
Dehydrogenase. Das rekombinante Protein konnte nach der Solubilisierung der 
Membranfrakion über Strep-Tactin-Affinitätschromatographie bis zur Homogenität gereinigt 
werden. Für das denaturierte Protein wurde ein Molekulargewicht von 87 kDa ermittelt. Das 
gereinigte Enzym wies eine relativ geringe spezifische Aktivität mit dem Substrat 
myo-Inositol (0,5 - 5 U/mg) auf und zeigte keine Aktivität mit L-Sorboson. Auch mit weiteren 
Zuckern, Zuckeralkoholen und zyklischen Diolen wurde keine signifikante Aktivität des 
Enzyms nachgewiesen. Dementsprechend handelt es sich bei Gox1857 vermutlich um eine 
myo-Inositol-Dehydrogenase mit geringer Aktivität.  
 
Im letzten Schritt wurde das in dieser Arbeit optimierte und für G. oxydans etablierte System 
zur homologen Überproduktion und Aufreinigung von Membranproteinen für die Produktion 
eines Proteins in Gluconacetobacter diazotrophicus eingesetzt. Dazu wurde die putative 
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L-Sorboson-Dehydrogenase Gdi_3764 ausgewählt. Das Gen gdi_3764 wurde unter 
Verwendung des Vektors pBBR1p452-ST überexprimiert und die relative Transkriptionsrate 
dieses Gens war in dem Überexpressionsstamm im Vergleich zu dem Ga. diazotrophicus-
Wildtyp 8230-fach erhöht. Zur Aufreinigung des Proteins über Strep-Tactin-
Affinitätschromatographie wurde der One-Strep-Tag verwendet. Das Protein konnte so, wenn 
auch in eher geringen Mengen, nach der Solubilisierung der Membranfraktion aufgereinigt 
werden. Dies zeigte, dass das Expressionssystem aus G. oxydans prinzipiell in 
Ga. diazotrophicus anwendbar ist. Die Übertragbarkeit des Expressionssystems auf 
Ga. diazotrophicus lieferte außerdem Hinweise darauf, dass die in dieser Arbeit eingesetzten 
Expressionsvektoren auch zur Genexpression in anderen Essigsäurebakterien geeignet sind.  
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